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1 Einleitung 
1.1 Produktion von Biopharmazeutika  
Die Bedeutung biotechnologisch hergestellter Biopharmazeutika hat in den letzten 
Jahrzehnten deutlich zugenommen. Seit 1982 das erste Biopharmazeutikum, rekombinantes 
Insulin (Clark et al. 1982a; Clark et al. 1982b; Goeddel et al. 1979), für den Markt zugelassen 
wurde, nimmt die Anzahl an Biopharmazeutika stetig zu. Im Jahr 2010 zeigte allein der USA-
Markt eine Wachstumsrate von 6,5% mit einem Jahresumsatz von 51,3 Millionen US$ 
(Aggarwal 2011). Insgesamt waren 2010 über 200 Pharmaproteine in den USA und Europa 
für den Markt zugelassen (Walsh 2010). Die Hauptgruppen der Pharmaproteine stellen 
monoklonale Antikörper (mAK), Hormone, Wachstumsfaktoren und Zytokine dar (Aggarwal 
2011). Die meisten therapeutischen Proteine werden mit Hilfe rekombinanter DNA-
Technologie hergestellt und nur ein sehr geringer Teil aus der nativen Quelle gewonnen. Die 
rekombinante Proteinproduktion bietet einige Vorteile gegenüber der Produktion aus 
natürlichen Quellen. Ein Beispiel dafür ist das Enzym Glucocerebrosidase, das anfänglich aus 
humanen Plazenten isoliert und gereinigt wurde. Zur Gewinnung des Jahresbedarfs für einen 
Patienten mussten 10-12 Tonnen Plazenten aufgearbeitet werden, wodurch die Verfügbarkeit 
dieses Pharmazeutikums limitiert wurde (Grabowski et al. 1995). Die Entwicklung eines 
rekombinanten Produktionsprozesses erlaubte theoretisch eine unbegrenzte Versorgung und 
reduzierte das Risiko an pathogenen Kontaminationen, die durch die Gewinnung aus 
humanen Plazenten auftreten können (Grabowski et al. 1995).  
Die Auswahl an Produktionssystemen für rekombinante Proteine reicht von einfachen 
Prokaryoten wie z. B. Escherischia coli (Ferrer-Miralles et al. 2009) über Hefen, z. B. 
Pichia pastoris (Celik and Calik 2012) bis hin zu komplexen Eukaryoten wie Insektenzellen 
(Cox 2012), Säugerzellen (Nolan and Lee 2012) und Pflanzen (Fischer et al. 2012; Zimran et 
al. 2011). Bis heute werden die meisten rekombinanten therapeutischen Proteine, etwa 70%, 
in Säugerzelllinien, wie CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary), oder mikrobiellen 
Fermentationen, wie E. coli, produziert. Produktionssysteme wie Saccharomyces cerevisiae, 
Insektenzellen, Pichia pastoris oder Baculoviren stellen die restlichen 30% dar (Ferrer-
Miralles et al. 2009; Walsh 2000; Walsh 2003; Walsh 2006; Walsh 2010). Die präferierte 
Nutzung von CHO-Zellen lässt zum einen dadurch erklären das sie sich sehr gut zur 
Produktion von monoklonalen Antikörpern eignen und zum anderen das sie N-Glykane mit 
einer sehr hohe Übereinstimmung zu humanen N-Glykanen ausbilden. Etwa 95% aller mAK 
werden in solchen Zellkulturen produziert. Diese Zellkulturen stellen hohe Ansprüche an ihre 
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Nährmedien und Wachstumsbedingungen, woraus eine aufwendige und kostenintensive 
Prozessführung resultiert. Die Kultivierung findet in vergleichsweise teuren, kommerziell 
erhältlichen synthetischen Nährmedien, oft ohne genau bekannte Zusammensetzung statt, was 
wenig Raum für Optimierungen lässt. Ein weiterer Nachteil ist die Gefahr einer Produkt-
kontamination durch Humanpathogene. Alternativsysteme, die eine kostengünstigere 
Produktion mit vergleichbar hoher Produktqualität, geringem Risiko an 
Produktkontaminationen und eine gute Skalierbarkeit ermöglichen sind daher von großem 
Interesse.  
Das Bakterium E. coli ist das meist eingesetzte bakterielle Produktionssystem und gilt im 
Vergleich zu den tierischen Systemen als kostengünstig. Die Eigenschaften dieses 
Expressionssystems und der verschiedenen Vektorsysteme zum Gentransfer sind eingehend 
bekannt und gut etabliert. Ein Nachteil jedoch ist, dass aufgrund des reduzierenden Milieus 
des Zytosols, der Aufbau von Disulfidbrücken gar nicht oder nicht in korrekter Form 
gewährleistet wird. Eine weitere Schwäche ist die fehlende Fähigkeit zu anderen post-
translationalen Modifikationen. Zusätzlich entstehen während des Prozesses gram-negativer 
bakterieller Systeme Endotoxine, die später entfernt werden müssen. Trotz dieser Nachteile 
wird E. coli in vielen Fällen zur Produktion von rekombinanten Proteinen eingesetzt (Ferrer-
Miralles et al. 2009; Terpe 2006).  
Ein mögliches Alternativsystem, zu den zuvor beschriebenen Systemen, stellt das 
"Molekular Farming" dar (Daniell et al. 2001; Fischer and Emans 2000; Schillberg et al. 
2003). "Molekular Farming" beinhaltet sowohl die Produktion in der ganzen Pflanze, als auch 
die in-vitro Kultivierung von Pflanzenzellsuspensionen in Bioreaktoren, mit deutlichen 
Vorteilen bezüglich der Produktionskosten und der Sicherheit.  
Für jedes Biopharmazeutikum muss ein Produktionssystem gefunden werden, das sowohl 
die hohen Qualitäts- und Sicherheitsanforderungen erfüllt, als auch unter ökonomischen 
Gesichtspunkten geeignet ist. Ein wichtiges Qualitätsmerkmal eines Biopharmazeutikums ist 
desen biologische Funktionalität des Proteins, welche vor allem von der richtigen 
Proteinfaltung und den posttranslationalen Modifikationen beeinflusst wird. Die N-Glykane 
eines Proteins sind von großer Bedeutung, da sie einen starken Einfluss auf die 
Biofunktionalität, Pharmakokinetik, Aktivität, Serumhalbwertszeit und/oder die 
Immunogenität dieser Proteine haben können (Arnold et al. 2007; Durocher and Butler 2009). 
Grundsätzlich sind alle eukaryotischen Systeme zu post-translationalen Modifikationen 
fähig. Jedoch treten bei den N-Glykanmustern mehr oder weniger große Unterschiede 
gegenüber dem humanen Glykanmuster auf. Hefen bilden häufig eine „high mannose“-
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Glykosylierung aus und komplexe Glykane kommen nicht vor. Insektenzellen bilden 
überwiegend kurze, core-(1,3)-Fucose enthaltene, komplexe N-Glykane (Hsu et al. 1997; 
James et al. 1995; Tomiya et al. 2004), sogenannte „pauci-mannose“-Formen. Glykoproteine, 
die in Pflanzen produziert werden, weisen ebenfalls ein anderes Glykanmuster auf. Dies ist 
auf die unterschiedlichen Glykan-modifizierenden Enzyme zurückzuführen. In Pflanzen 
kommen verschiedene N-Glykan-Typen vor. Der Mannose-reiche Oligosaccharid-Typ tritt bei 
der Retardierung im ER auf und besteht aus N-Acetylglucosamin (GlcNAc) und vielen 
Mannoseresten. Der komplexe Oligosaccharid-, der Hybrid- und der „pauci-mannose“-Typ 
entsteht durch Modifikation im Golgi-Apparat oder in anderen Kompartimenten befindlichen 
Enzymen aus dem „high-mannose“ Typ. Im Golgi-Apparat werden zusätzlich die pflanzen-
spezifischen ß(1,2)-Xylose-Reste (core-xylose) und α(1,3)-Fucose (core-fucose) angehängt, 
die in humanen Glykoproteinen nicht zu finden sind (Lerouge et al. 1998). Die N-Glykane der 
in Säugerzellen produzierten Proteine weisen eine hohe Übereinstimmung zu humanen 
N-Glykanen auf, aber auch hier gibt es leichte Unterschiede. Proteine, die in Säugerzellen 
produziert werden, können zwei verschiedene endständige Sialinsäurereste tragen, die 
N-Acetylneuraminsäure (NANA, Neu5Ac) und die N-Glycolyneuraminsäure (NGNA, 
Neu5Gc), wobei NGNA die prominentere Form ist (Chenu et al. 2003). Diese Form kommt 
im Menschen nicht vor, da das notwendige Enzym CMP-Neu5Ac-Hydroxylase beim 
Menschen nicht funktional ist (Ghaderi et al. 2010). Neben der Neu5Gc tritt bei Säugerzellen 
auch eine terminale Gal(1-3)Gal(1-(3)4GlcNac-Form, das sogenannte alpha-Gal Epitop, 
auf. Sowohl gegen die Neu5Gc als auch gegen das alpha-Gal Epitop können spontan 
Antikörper im Menschen entstehen (Padler-Karavani and Varki 2011). Im Gegensatz zu dem 
alpha-Gal Epitop kann die Neu5Gc vom menschlichen Zellen aufgenommen und in die 
Glyokonjugate der Zelloberflächen eingebaut werden (Bardor et al. 2005).  
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Abbildung 1-1 N-Glykan-strukturen verschiedener Expressionssysteme (Ghaderi et al. 2012). 
Mittels Glyko-engineering wird versucht, in den verschiedenen Expressionssystemen ein 
humanes bzw. humanisiertes Glykosylierungsmuster zu erzielen (Loos and Steinkellner 
2012). So sind zur Zeit z. B. Zelllinien aus Pichia pastoris beschrieben, die aufgrund von 
Glyko-engineering mAK mit einem dem humanen sehr ähnlichen Glykosylierungsmuster 
produzieren (Choi et al. 2003a; Hamilton et al. 2006). Auch bei Insektenzellen ist ein 
humanisiertes Glykanmuster, das mittels Glyko-engineering erreicht wurde, beschrieben 
(Aumiller et al. 2003; Hollister et al. 2002). Bei Pflanzen wurde zum einen die ß1,4-
Galactosyltransferase überexprimiert, um der pflanzentypischen Komplexform GnGnXF 
endständig noch eine Galaktose anzuhängen (Bakker et al. 2001; Bakker et al. 2006; Palacpac 
et al. 1999), zum anderen wurde durch die Anwendung von „knock-down“ oder „knock-out“ 
Technologien die α(1,3)-Fucosyltransferase und ß(1,2)-Xylosyltransferase entfernt (Cox et al. 
2006; Loos et al. 2011a; Loos et al. 2011b; Schahs et al. 2007; Schuster et al. 2007; Strasser 
et al. 2007). 
1.2 Produktion von therapeutischen Proteinen in Pflanzen 
Seit mehr als 20 Jahren werden transgene Pflanzen als Expressionssystem für 
therapeutische Proteine eingesetzt (Hiatt et al. 1989; Hiatt and Ma 1993). Charakteristisch für 
diese Produktionsplattform ist die große Vielfalt. So gibt es eine große Auswahl an Pflanzen-
arten, die Transformation kann transient oder stabil vorgenommen werden, unterschiedliche 
Strategien zum Protein-Targeting können angewandt werden und das Produktionsformat 
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reicht vom Freifeldanbau über Gewächshausproduktion bis hin zu abgeschlossenen Systemen 
in der Sterilkultur von ganzen Pflanzen und Pflanzenzellkulturen (plant tissue culture, PTC) 
(Ma et al. 2003; Xu et al. 2012). Als wesentliche Vorteile pflanzenbasierten 
Produktionssystemen sind die kostengünstige Biomasseproduktion, bei der die 
jahrhundertealten Technologien der Agrar- und Lebensmittelindustrie zur Hilfe genommen 
und adaptiert werden können und die Abwesenheit von Humanpathogen zu nennen. Weitere 
Vorteile bieten Pflanzensysteme aufgrund der Möglichkeit des Targeting von Proteinen in 
verschiedene Kompartimente, z. B. ins ER, die Vakuole oder in den Apoplasten. Auch das 
Targeting in spezifische Gewebe, wie z. B. in Samen und Knollen zur Proteinakkumulation in 
natürlichen Speicherorganen, ist möglich (Stoger et al. 2005). Der Einsatz transgener 
Pflanzen im Freilandanbau stellt eine einfache Möglichkeit zur Maßstabsvergrößerung dar 
(Fischer et al. 1999a) (Fischer et al. 1999c). Die Vergrößerung wird durch Parallelisieren, d.h. 
Erhöhung der Pflanzenanzahl verwirklicht, wobei lediglich die Bebauungsfläche als 
limitierender Faktor zum Tragen kommt. Die herkömmlichen Probleme bei einer Maßstabs-
vergrößerung im Reaktor, wie z. B. die Realisierbarkeit des Sauerstofftransfers in Verbindung 
mit dem Leistungseintrag, treten hierbei nicht auf. Molowa und Mazanet berechneten eine 
Verringerung der Produktionskosten um den Faktor 1000, wobei dieser Wert jedoch stark 
vom jeweiligen Maßstab und den notwendigen Produktionsbedingungen abhängt (Molowa 
and Mazanet 2003). Eine Produktion im Freiland ist z. B. deutlich günstiger als im 
Gewächshaus. Eine Produktion von transgenen Pflanzen im Freifeld gestaltet sich oft als sehr 
schwierig. Hierbei stehen vor allem die Bedenken bezüglich des „Containments“ im 
Vordergrund. Zwei Hauptaspekte sind zu nennen, zum einen der Umgebungsschutz, was 
bedeutet, dass ein "Auskreuzen" des Fremdgenes in andere Pflanzen nicht stattfinden darf, 
und zum anderen, der Produktschutz, was bedeutet, dass keine Kontamination des Produktes 
durch die Umgebung stattfinden sollte. Eine standardisierte Produktion im Freifeld unter 
GMP-Bedingung ist aufgrund der vielen variablen äußeren Parameter, wie Temperatur, 
Bodenzusammensetzung, Klima, Witterung, Tages- und Jahreszeit noch zusätzlich erschwert. 
Nachteile bei dem System der ganzen Pflanze als Bioreaktor sind die langjährige 
Entwicklung stabiler transgener Pflanzen, Verunreinigungen durch Düngemittel, großen 
Einfluss von Pflanzenschädlinge und Krankheiten sowie der Einfluss von klimatischen 
Variationen. Aufgrund der Weiterentwicklungen im Bereich der transienten Produktion 
konnte der Nachteil der langwierigen Entwicklung jedoch ausgeglichen werden (Fischer et al. 
1999d; Marillonnet et al. 2005; Sainsbury and Lomonossoff 2008). Dabei werden Pflanzen 
mit dem Agrobacterium tumefaciens vakuuminfiltriert, durch die der Gentransfer erfolgt, und 
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anschließend für wenige Tage inkubiert. Dies bedeutet demnach eine deutliche Verringerung 
der Produktionszeit. 
Ein Verbindungsglied zwischen den gut standardisierbaren mikrobiellen und tierischen 
Systemen und dem System der ganzen Pflanze ist die Pflanzenzellsuspensionskultur (Hellwig 
et al. 2004; Huang and McDonald 2012; Xu et al. 2011). Sie vereint die Vorteile des 
pflanzlichen Systems mit denen der mikrobiellen Produktionssysteme. Als Produktions-
medien werden, ähnlich zu den mikrobiellen Systemen, kostengünstige, proteinfreie, 
synthetische Medien eingesetzt. Die Produktion findet im kontrollierten, geschlossenen 
System, einem Bioreaktor, unter sterilen Bedingungen statt. Es können zur Produktion die 
gleichen Reaktortypen wie bei mikrobiellen oder tierischen System eingesetzt werden. Die 
Prozessführung ist leicht adaptierbar und somit sind keine Neuanschaffungen notwendig, da 
Vielzweckanlagen genutzt werden können. Durch die reproduzierbare Regulierung der 
Prozessparameter lässt sich die „batch-to-batch“ Variation besser kontrollieren, was die 
Anpassung an die „Gute Herstellungspraxis“ (Good Manufacturing Practice) vereinfacht (Xu 
et al. 2012). Stabile transgene Pflanzenzelllinien können schnell und effektiv generiert werden 
(David and Perrot-Rechenmann 2001; Fischer et al. 1999b; Hellwig et al. 2004). Das Risiko 
der Produktkontamination durch Humanpathogene oder Endotoxine tritt bei Pflanzenzellen 
natürlich, wie bei den ganzen Pflanzen, auch nicht auf. Jedoch können Pflanzen schädliche 
Sekundärmetabolite und auch Pflanzenviren enthalten. Bei dem Pflanzenvirus Pepper Mild 
Mottle Virus (PMMoV), der Paprikapflanzen befällt, konnte eine Korrelation zwischen dem 
Vorhandensein von Virion in Stuhlproben und klinischen Symptomen, wie Fieber und 
abdominalen Schmerzen sowie eine IgM-Antwort gegen den PMMo Virus bei diesen 
Patienten aufgestellt werden (Colson et al. 2010). Innerhalb dieser Studie wurde unteranderen 
auch die Viruslast verschiedenen Lebensmittel untersucht die Paprika enthielten. Dabei zeigte 
sich das z. B. Tabasco-Soße eine ungewöhnlich hohe Viruslast mit sich brachte. Die Autoren 
Colsen et al. schlossen daher nicht aus, dass diese klinischen Symptome möglicherweise auch 
durch anderen Faktoren, wie z. B. das pikante Essen, zustande kamen. Generell gelten 
Pflanzenviren als unbedenklich und nicht pathogen für den Menschen. Bis heute wird 
angenommen das Pflanzenviren und Viren die Vertebraten befallen, keine Wirt teilen (Jones 
2009), demnach keine Vermehrung von Pflanzenviren in Vertebraten und umgekehrt 
stattfindet.  
Seit 2004 heben die FDA (Food and Drug Administration) und die EMA (European 
Medicines Agengy) durch die „Process Analytical Technology“ (PAT) Initiative verstärkt die 
Wichtigkeit von Online Prozessmonitoring zum besseren Verständnis des Produktions-
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prozesses hervor (Hinz 2006). Dies lässt sich bei Suspensionszellen effizient durch online 
Messsensoren im Bioreaktor umsetzten. Die einfachere Prozessführung bezüglich der 
Produktisolierung und -aufarbeitung sowie die Abwesenheit von Fasern, Ölen und Wachsen, 
ist ein weiterer entscheidender Vorteil der Suspensionskulturen gegenüber der ganzen 
Pflanze. Obwohl viele verschiedene Pflanzenzellkulturen zur Produktion von rekombinanten 
Proteinen, wie Antikörpern, untersucht wurden, fokussierten sich sehr viele Studien auf die 
Tabakzelllinie, die von der Sorte Nicotiana tabacum Bright Yellow-2 (BY-2) abgeleitet 
wurden (Nagata 1992), in welcher, neben anderen Proteinen, unter anderem 
Volllängenantikörper (Fischer et al. 1999b; Girard et al. 2006; Sack et al. 2007) und 
Antikörperfragmente (Yano et al. 2006) schon erfolgreich produziert wurden. 
Trotz dieser Vorteile gibt es bisher nur wenige kommerzielle Prozesse, die auf 
Pflanzenzellkulturen basieren. Das bisher erste, für die Anwendung am Menschen durch die 
FDA zugelassene, pflanzenbasierte, rekombinante Biopharmazeutikum wird in 
Pflanzensuspensionszellen produziert. Hierbei handelt es sich um das Medikament Elelyso 
der Firma Protalix Biotherapeutics zur Behandlung von Morbus Gaucher, das in 
Karottensuspensionszellen produziert wird (Zimran et al. 2011).  
Die erreichte Produktivität bei Pflanzenzellsuspensionen ist, insbesondere in Bezug auf 
mAK, jedoch noch deutlich geringer als bei Säugerzellkulturen, wodurch die kommerzielle 
Nutzung noch erschwert ist. Berichtet werden Konzentrationen von 0,01 bis 200 mg·L
-1
 
(Huang and McDonald 2009; James and Lee 2001), wobei für Säugerzelllinien 
Konzentrationen im Maßstab von 1-5 g·L
-1
 publiziert sind (Combs et al. 2011). Die Tabelle 
1-1 -zeigt eine Übersicht der in Pflanzenzellkulturen produzierten Biopharmazeutika, mit den 
jeweiligen volumetrischen Ausbeuten.  
Steigerungen der Produktmengen konnten sowohl auf der Ebene der Molekularbiologie 
und Gentechnik, als auch auf der Seite der Kultivierungsstrategie und des Downstream 
Processing gezeigt werden. So führte z. B. die Weiterentwicklung des CaMV35S-Promotors, 
einer der am meisten eingesetzten konstitutiven Promotoren bei Pflanzen, zu einer 10-fach 
höheren Transkriptionseffizienz (Kay et al. 1987). Auch Strategien wie die 
Codonoptimierung oder die Optimierung (Jabeen et al. 2010) der untranslatierten 5´und 
3´Region (Sharma and Sharma 2009) führten ebenfalls zu Steigerungen. Durch die 
Transformation und anschließende Regeneration transgener Zelllinien können Mischungen 
aus epigenetisch unterschiedlichen Zellen entstehen, wodurch die Produktmengen negativ 
beeinflussten werden können. Seit 2012 ist erstmals eine Methode zur Generierung von 
monoklonalen Zelllinien, durch die FACS-Einzelzellablage beschrieben (Kirchhoff et al. 
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2012), wodurch die Expression des humanen monoklonalen Antikörpers M12 um den Faktor 
13 gesteigert werden konnte. Durch Weiterentwicklung der Kulturmedien konnten eine 20-
fache Steigerungen in der Produktivität gezeigt werden (Holland et al. 2010). Zusätzlich zur 
Optimierung der Zusammensetzung des Medium sind auch Additive, wie BSA (Bovine 
Serum Albumin) (Baur et al. 2005), Gelatine (Lee et al. 2002), PEG (Polyethylene Glycol) 
(Kwon et al. 2003; Lee et al. 2002), Pluronic F-68 (Lee and Kim 2002) und PVP 
(Polyvinylpyrrolidone) (LaCount et al. 1997; Magnuson et al. 1996), die die Produktstabilität 
erhöhen, beschrieben. Bei Additiven wie z. B. BSA und Gelatine, bleibt zu bedenken, dass sie 
aus tierischen Quellen stammen und bei der Produktion von Pharmaprotein unerwünscht sind, 
da sie BSE/TSE-Erreger enthalten können. Die Entwicklung optimierter und individuell 
angepasster Kulturmedien bietet einen vielversprechender Ansatz zur Steigerung der 
Produktivität. Hierbei kann vor allem die statistische Versuchsplanung ein hilfreiches und 
zielführendes Tool sein (Prakash and Srivastava 2005).  
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Tabelle 1-1  Übersicht von Biopharmazeutika die mit Pflanzenzellkulturen produziert werden (Xu et al. 2011) 
Therapeutisches Protein Zelllinie Produktmenge Reference 
Human interferon α2b (hIFN α2) N.tabacum cv BY-2 28 mg L-1 (Xu et al. 2007) 
Human growth hormone (hGH) N.tabacum cv BY-2 35 mg L
-1
 (Xu et al. 2010) 
 O.sativa L.cv. Donjin 57 mg L
-1
 (Kim et al. 2008) 
Hepatitis B surface antigen (HBsAg) 
Glycine max cv 
Williams82 
(Soybean) 
22 mg L
-1
 (Smith et al. 2002) 
mAb against HBsAg N.tabacum cv BY-2 15 mg L
-1
 (Yano et al. 2004) 
Bryodin 1 
N.tabacum cv NT-1 
30 mg L
-1
 
(Francisco et al. 
1997) 
Human α1-antitrypsin (rAAT) O.sativa (rice) 200 mg L-1 (Huang et al. 2001) 
 
O.sativa cv Taipei 
309 
85 mg L
-1
 
(Terashima et al. 
1999) 
 
O.sativa (rice) 
247 mg L
-1
 
(McDonald et al. 
2005) 
 O.sativa (rice) 110 mg L
-1
 (Trexler et al. 2005) 
 O.sativa (rice) 50 mg L
-1
 (Trexler et al. 2002) 
Human cytotoxic T lymphocyte antigen  
4-immunoglobulin (hCTLA4Ig) 
O.sativa (rice) 
76,5 mg L
-1
 (Park et al. 2010) 
Human granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor (hGM-CSF) 
O.sativa (rice) 
129 mg L
-1
 (Shin et al. 2003) 
Human lysozyme 
O.sativa cv Taipei 
309 
3%–4% TSP* (Huang et al. 2002)) 
Human serum albumin (HSA) O.sativa (rice) 77 mg L
-1
 (Huang et al. 2005) 
Human interlukin-12 (IL-12) O.sativa (rice) 31 mg L
-1
 (Shin et al. 2010) 
Human alkaline phosphatase 
N.tabacum cv NT-1 
27 mg L
-1
 
(Becerra-Arteaga et 
al. 2006) 
Mouse IgG anti Streptococcus surface 
antigen 
N.tabacum cv NT-1 
10,8 mg L
-1
 
(Wongsamuth and 
Doran 1997) 
Human anti-HIV antibody 2G12 N.tabacum cv BY-2 ~ 10 mg L
-1
 (Holland et al. 2010) 
Human α-iduronidase N.tabacum cv BY-2 10 mg L-1 (Fu et al. 2009) 
Human lactoferrin 
Acanthopanax 
senticosus 
3,6% TSP
*
 (Jo et al. 2006) 
Human lactoferrin N.tabacum cv BY-2 4,3% TSP
*
 (Choi et al. 2003b) 
Human antibody M12 
N.tabacum cv BY-2 
211 mg ⁄ kg FW# 
(Kirchhoff et al. 
2012) 
* TSP: total soluble protein / 
#
 FW: Frischgewicht 
1.3 Humaner monoklonaler Antikörper 2G12 
Antikörper gehören zur Familie der Immunglobuline (Ig) und sind komplexe 
Glykoproteine, die als Hauptbestandteil der humoralen Immunantwort von Wirbeltieren durch 
B-Lymphozyten gebildet werden, um eindringende Pathogene zu neutralisieren. Sie setzten 
sich aus zwei identischen schweren Ketten mit je 440 Aminosäuren (50 kDa) und zwei 
identischen leichten Ketten mit je 220 Aminosäure (25 kDa) zusammen. Antikörper erfüllen 
zwei Aufgaben, zum einen die spezifische Erkennung eines Pathogens, und zum anderen die 
Rekrutierung anderer Zellen oder Moleküle zur Inaktivierung dieses Pathogens. Der Teil der 
für die spezifische Erkennung des Antigens verantwortlich ist, unterscheidet sich von 
Antikörper zu Antikörper und wird als variable Region bezeichnet. Antiköper interagieren 
sehr spezifisch mit ihrem Antigen. Durch somatische Rekombination und anschließende 
Kombination kann eine kombinatorische Vielfalt von >10
8
 Antikörpern mit unterschiedlicher 
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Spezifität erreicht werden. Diese wird zusätzlich durch Insertionen oder Deletionen und durch 
somatische Mutation während der Affinitätsreifung gesteigert. Der Bereich, der für 
Rekrutierung anderer Immunzellen, auch Effektorfunktion genannt, verantwortlich ist, wird 
als konstante Region bezeichnet, da hier nur fünf Isotypen auftreten (IgA, IgG, IgD, IgE und 
IgM). Die leichte Kette eines Antikörper besteht aus einer N-terminalen variablen (VL) und 
einer konstanten (CL) Region, und wird in zwei Klassen, der kappa (κ)- oder der lambda (λ)-
Klasse, unterteilt. Die schwere Kette besteht aus einer N-terminalen variablen Region (VH) 
und drei konstante Regionen (CH1, CH2, CH3). In der variablen Region der leichten und 
schweren Ketten (VL und VH) befinden sich jeweils drei hypervariable Bereiche 
(„complementarity determining regions“, CDRs), die von vier konservierten Gerüstregionen 
flankiert werden („frameworks“, FR) (Kabat 1990). Die variablen Regionen der schweren und 
der leichten Ketten (VH + VL) bilden zusammen die Antigenbindungsstelle. Die Region, die 
mit dem Antigen interagiert wird Paratop genannt und durch die drei CDRs der leichten und 
der schweren Kette gebildet (Jones et al. 1986). Die leichte Kette ist am c-terminalen Ende 
mit der ersten konstanten Region (CH1) der schweren Kette über eine Disulfidbrücke 
verbunden. Und die beiden schweren Ketten sind in einer flexiblen Gelenkregion („hinge“) 
zwischen der ersten (CH1) und der zweiten konstanten Region (CH2) ebenfalls durch Disulfid-
brücken verbunden. Der von der zweiten und dritten konstanten Region gebildete Teil der 
schweren Kette wird als Fc-Teil (fragment crystallisable) bezeichnet und enthält die wichtigen 
Effektorfunktionen und die Bindungsstelle für Protein A. Protein A ist ein Zellwandprotein 
von Staphylococcus aureus und wird zur Affinitätsreinigung von Antikörpern eingesetzt wird. 
Der variable Bereich und der erste konstante Bereich der schweren Kette, zusammen mit der 
leichten Kette, ergibt den Fab-Teil (fragment antigen binding).  
Der im Rahmen dieser Arbeit untersuchte humane monoklonale Antikörper 2G12 ist ein 
HIV-Type 1 neutralisierender IgG Antikörper. Bei der Neutralisierung erkennt der mAK 
2G12 die N-Glykane des „high-mannose“-Typen in der C4/H4-Region des Oberflächen-
proteins gp120 des HI-Virus. Die Erkennung findet ausschließlich über die terminalen 
Mannosereste ohne Aminosäurebeteiligung statt (Scanlan et al. 2002). Die Abbildung 1-2 A 
zeigt die Bindung eines Fab-Dimers des 2G12 an die N-Glykane des gp120. Untersuchungen 
zeigten, dass die N-Glykane (Man9GlcNAc2, High Mannose-typ) der Positionen 332 und 392 
mit dem Paratop des Anti-HIV-Antikörpers interagieren (Calarese et al. 2003). Zusätzlich 
verfügt der mAK 2G12 über eine, bis dahin noch nie beschriebene, weitere Bindungsstelle, 
die durch ein (VH/VH`)-Interface entsteht, wodurch der Antikörper eine zusätzliche Zucker-
bindungsstelle anbietet. (Calarese et al. 2003). Diese Antigenbindungsstelle interagiert mit 
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dem N-Glykan der Position 339 des gp120. In Abbildung 1-2 B ist die Aminosäuresequenz 
und das Glykosylierungsmuster des gp120 zu sehen (Trkola et al. 1996). Die Bindungs-
fähigkeit des 2G12 nimmt bei Verlust der N-Glykane ab (Scanlan et al. 2002). 
 
Abbildung 1-2 Struktur-Model des 2G12 Fab-Dimers, gebunden an virales gp120 (A) und 
Aminosäuresequenz des HIV-1 gp120 Glykoproteins (B). A: Bindung des gp120 über 3 N-Glykane (rot 
gekennzeichnet) des Oligo-Mannose Typs an ein 2G12 Fab-Dimer. In der Mitte befindet sich die ungewöhnliche 
dritte Bindungsstelle, die durch das (VH/VH`)-Interface gebildet wird (Calarese et al. 2003). B: Primärstruktur 
(Aminosäuresequenz) des gp120. Die verschiedenen N-Glykan-Typen „high mannose“ bzw. Hybrid-Glykane 
sind als V- bzw. U-förmige Verzweigungen symbolisiert. Die Bedingungsstelle des 2G12 beinhaltet die farblich 
hervorgehobenen N-Glykane („high mannose“), die zusätzlich durch Pfeile gekennzeichnet sind. V1-V5 
entsprechen den variablen Regionen des gp120 Moleküls (Trkola et al. 1996). 
1.4 Optimierung mit Hilfe statistischer Versuchsplanung (Design of 
Experiments, DoE) 
Statistische Versuchsplanung ermöglicht mit relativ geringem Aufwand viel über die 
Wirkung von Einflussgrößen (Faktoren) auf die zu entwickelnden und zu optimierenden 
Zielgrößen zu erfahren. Das Ziel dieser Versuchspläne ist letztlich die Erstellung eines 
statistisch abgesicherten Modells. Im Gegensatz zur herkömmlichen Methode, bei der 
innerhalb einer Versuchsreihe immer nur ein Faktor verändert wird (one factor at a time, 
OFAT), werden bei statistischen Versuchsplänen mehrere Einflussgrößen systematisch 
variiert und miteinander kombiniert. Aus diesen Kombinationen ergibt sich die Möglichkeit, 
den Einfluss des Einzelfaktors sowie auch alle Arten von Wechselwirkungen der Faktoren 
zueinander aufzudecken und eine statistische Sicherheit über die Ergebnisse zu erhalten. Zwei 
grundlegende Herangehensweisen bei Versuchsplänen sind die Randomisierung und 
Blockbildung der Experimente. Versuchspläne sollten immer in zufälliger Reihenfolge 
durchgeführt werden um systematische Fehler zu vermeiden (Randomisierung). Blockbildung 
wird immer dann wichtig, wenn die Anzahl der Einzelexperimente zu hoch ist, um sie 
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gleichzeitig durchzuführen oder die Randomisierung aus technischen Gründen nicht 
praktikabel ist. Durch die Blockbildung können systematische Unterschiede zwischen den 
einzelnen Blöcken erkannt und berücksichtig werden.  
Die Versuchspläne unterteilen sich in zwei Gruppen: faktorielle Pläne, mit denen lineare 
Zusammenhänge aufgeklärt werden können und Response-Surface-Pläne, die auch komplexe 
Zusammenhänge aufdecken. Bei voll-faktoriellen Versuchsplänen (Screeningpläne), werden 
die Faktoren ausschließlich auf zwei Stufen variiert und alle Kombinationen realisiert. Die 
Anzahl der Einzelexperimente (m) nimmt mit der Anzahl der Faktoren (k) exponentiell nach 
m = 2
k
 zu. Je geringer die Kenntnis über einen Prozess ist, desto mehr mögliche Faktoren 
müssen untersucht werden. Daraus kann schnell eine nicht realisierbare Anzahl an Versuchen 
resultieren. Diesem Problem kann auf zwei Wegen begegnet werden. Zum einen kann durch 
Vorexperimente die Anzahl der zu untersuchenden Faktoren reduziert werden, zum anderen 
gibt es die Möglichkeit teil-faktorielle Versuchspläne zu erstellen. Bei teil-faktoriellen 
Designs handelt es sich um reduzierte voll-faktorielle 2
k
-Pläne, bei denen nicht alle 
Kombinationen durchgeführt werden. Je mehr Faktoren, desto komplexere 
Wechselwirkungen können betrachtet werden. So ist z. B. bei 4 Faktoren die komplexeste 
Wechselwirkung die 4-fach Wechselwirkung. Je komplexer jedoch die Wechselwirkung ist, 
desto geringer wird die Wahrscheinlichkeit, dass diese einen realen Einfluss auf die Zielgröße 
besitzt. Dies macht man sich bei den teil-faktoriellen Designs zu Nutze, indem man diese 
komplexe Wechselwirkung durch neue Faktoren ersetzt. Die komplexe Wechselwirkung wird 
dann zum Generator eines zusätzlichen Faktors ohne Erhöhung der Versuchsanzahl. Dies 
bedeutet im Gegenzug, dass diese Wechselwirkung nicht mehr aufgelöst werden kann und die 
betreffenden Effekte miteinander vermengt sind. Die Anzahl an Einzelversuchen kann, je 
nachdem wie viele Wechselwirkungen gegen neue Faktoren ausgetauscht werden, durch 
m = 2
k-p
 (k = Anzahl aller Faktoren, p = Anzahl der neu aufgenommen Faktoren) berechnet 
werden. Die Reduktion der Versuchsanzahl geht mit einer Verringerung der Auflösung 
einher. Je höher die Auflösung, desto detailliertere Informationen können über die Ursache-
Wirkungsbeziehung gewonnen werden (Tabelle 1-2).  
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Tabelle 1-2 Bewertung der Auflösung und deren Vermengungsstruktur faktorieller Designs 
Auflösung Vermengung Bewertung 
III Einzelfaktor mit 2fach-WW Sehr kritisch 
IV Einzelfaktor mit 3fach-WW 
2fach-WW mit 2fach-WW 
Kritisch 
V Einzelfaktor mit 4fach-WW 
2fach-WW mit 3fach-WW 
unkritisch 
VI Einzelfaktor mit 5fach-WW 
2fach-WW mit 4fach-WW 
3fach-WW mit 3fach-WW 
unkritisch 
 
Allgemein muss auf die Vermengungsstruktur geachtet und eine hinreichend hohe 
Auflösung gewählt werden, um eventuelle Fehlinterpretationen zu vermeiden. Bei der 
Erstellung teil-faktorieller Designs wird somit immer ein Kompromiss zwischen der 
Auflösung und der Versuchsanzahl gewählt, welche eine möglichst kostengünstige und 
zeitsparende Untersuchung ermöglicht. Ein Defizit der faktoriellen Designs (2
k
, 2
k-p
) ist, dass 
nur lineare Zusammenhänge erfasst werden können. Wird die zu optimierende Größe jedoch 
von z. B. einem quadratischen Effekt beeinflusst, können Optima evtl. nicht detektiert 
werden. In Abbildung 1-3 sind Beispiele für mögliche Fehlinterpretationen bei faktoriellen 
Designs schematisch dargestellt. So kann, wie in Abbildung 1-3 A dargestellt, bei Steigerung 
des Faktors zwar eine Steigerung der Zielgröße erkannt werden, jedoch wird das Optimum 
weit verfehlt. Noch dramatischer wäre die Fehleinschätzung im Falle von Abbildung 1-3 B. 
Hier wäre der Effekt nicht mehr detektierbar und der Faktor würde als nicht relevant 
eingestuft werden. 
 
 
Abbildung 1-3 Schematische Darstellung der Effektbeurteilung bei linearen und quadratischen 
 Zusammenhängen 
Um dem entgegenzuwirken können zusätzlich zu den faktoriellen Eckpunkten noch 
sogenannte Centerpoints (CP) in ein Design mit aufgenommen werden. Diese Centerpoints 
liegen exakt in der Mitte des Versuchsraums und können Abweichungen von der Linearität 
aufdecken, jedoch nicht einem bestimmt Faktor zugeordnet werden. Da Centerpoints in der 
Regel in Mehrfachansätzen (mind. 3) durchgeführt werden, wird zusätzlich die 
Zufallsstreuung bestimmt. Wenn Abweichungen von der Linearität zu erkennen sind, kommt 
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zur weiteren Optimierung die Response-Surface-Methode (RSM-Pläne) zum Einsatz. Bei 
RSM-Designs werden deutlich mehr Punkte im Versuchsraum untersucht. Klassisch wird bei 
den RSM-Plänen ein Central-Composite-Design (CCD) durchgeführt. Hierbei werden nicht 
nur alle Faktorstufenkombinationen realisiert, sondern zusätzlich auch jeweils auf der Achse 
der Centerpoints ein Punkt in alle Raumrichtungen außerhalb des Versuchsraums gewählt, die 
sogenannten Sternpunkte. Die Abbildung 1-4 zeigt eine schematische Zeichnung der 
unterschiedlichen Versuchsräume und deren Abdeckung durch die Versuchspunkte sowohl 
bei der herkömmlichen OFAT-Methode als auch bei Screening- und CC-Designs mit je drei 
Faktoren.  
 
Abbildung 1-4 Schematische Darstellung der Versuchsräume und -abdeckung je nach Versuchsart. 
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1.5 Zielsetzung 
Um Pflanzensuspensionskulturen als Produktionsplattform von Biopharmazeutika 
großtechnisch einsetzen zu können, sind eine hohe Expression und Akkumulation des 
Proteins, sowie gut entwickelte und standardisierbare Prozesse erforderlich. Aufgrund der 
zurzeit noch geringen Produktausbeuten müssen Pflanzensuspensionskulturen als System 
weiter entwickelt und optimiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Problemstellung 
hinsichtlich der Expressionsstämme, genetischen Stabilität, Produktivität, Prozesstechnik und 
der Produktaufarbeitung von Pflanzenzellkulturen betrachtet, um sie als Expressionssystem in 
Hinblick auf die industrielle Produktion biopharmazeutischer Wirkstoffe nutzbar zu machen. 
Angestrebt werden hierdurch Steigerungen der Expression, Sekretion, Stabilität und Aktivität 
des Zielproteins. Der humane monoklonale Anti-HIV-Antikörper 2G12 war das Zielprotein 
dieser Arbeit. Zur Produktion des Antikörper wurden verschiedene transgene Nicotiana 
tabacum L. cv. BY-2 Zellkulturen verwendet, die sich in der Lokalisation des Produktes 
unterschieden. Bei allen Linien stand die Expression unter der Kontrolle des konstitutiven 
CaMV 35SS Promotors und bei beiden Antikörperketten (schwere und leichte) wurde das 
originale humane Signalpepitd verwendet, um die Ketten ins ER zu translozieren. Bei der 
Zelllinie GFD wurde der Antikörper in den Apoplasten sekretiert und bei der Zelllinie 
GFERD wurde den Antikörpergenen am C-terminalen Ende eine für das Retentionssignal 
(SEKDEL) kodierende Gensequenz angehängt, wodurch die Lokalisation im ER erreicht 
wurde.  
Im Wesentlichen sollten in dieser Arbeit drei Themengebiete bearbeitet werden: (1) 
Analyse und Charakterisierung der Zelllinien, (2) Medienoptimierung und Modellbildung mit 
Hilfe statistischer Versuchsplanung und (3) Prozessentwicklung. Seitens der Zelllinien sollte 
die Strategie der Generierung und Identifizierung der Transformanten, mögliche somoklonale 
Variation aufgrund der Subkultivierung und die genetische Stabilität der Zelllinien betrachtet 
werden. Ein weiterer wichtiger Teil dieser Arbeit war die Klärung der Frage, ob die 
Produktivität der Zellkulturen durch Medienoptimierung weiter erhöht werden kann. Dafür 
sollten im ersten Schritt die Medienkomponenten identifiziert werden, die Einfluss sowohl auf 
das Zellwachstum als auch auf die Produktivität hatten. Im nächsten Schritt sollten diese 
Komponenten mit Hilfe statistischer Versuchsplanung detailliert untersucht und 
mathematische Modelle zur Vorhersage des Einflusses auf die Zielgrößen entwickelt werden. 
Anhand dieser Modelle sollte ein neues optimiertes Produktionsmedium definiert und sowohl 
im Schüttelkolben als auch im größeren Maßstab im Bioreaktor mit bisher eingesetzten 
Medien verglichen werden. Bei dem Vergleich der Medien wurde sowohl die Produktivität, 
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als auch die Produktqualität, Integrität und Aktivität des Antikörper, beurteilt. Auf Seiten der 
Prozesstechnik sollte eine online Biomassemessung für die Pflanzenzellkulturen etabliert, 
mehrere Fermentationsstrategien miteinander verglichen und auf Basis vorhergehender 
Studien (Holland et al. 2010) eine Fed-batch Strategie mit einer gemischten Fütterlösung 
(Saccharose und Nitrate) entwickelt werden.  
 
Abbildung 1-5 Ablaufdiagramm der vorliegenden Promotionsarbeit. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien  
Die verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien stammten von folgenden 
Firmen: Duchefa (Haarlem, Niederlande), GE Healthcare (München), Carl Roth (Karlsruhe), 
r-biopharm (Darmstadt), Sigma-Aldrich Chemie (Heidelberg), Greiner Bio-One (Solingen), 
Nerbe Plus (Winsen/Luhe), Sarstedt (Nümbrecht), Pall Corporation (Pall Filtersystems 
GmbH, Crailsheim), Labomedic (Bonn), Sartorius (Göttingen) Whatman (Maidstone, 
England), VWR (Darmstadt), IUL Instruments (Königswinter). 
2.1.2 Medien 
Als Standardmedium wurde zur Kultivierung der BY-2-Zellkulturen das kommerziell 
erhältliche MS-Medium (Murashige und Skoog minimal organics, Duchefa, (Murashige and 
Skoog 1962)) eingesetzt. Zu Beginn der Arbeit wurden die einzelnen Medienbestandteile in 
Wasser gelöst, der pH-Wert mit Natronlauge (NaOH, 1M) auf 5,8 eingestellt und das Medium 
anschließend bei 121°C für 20 min autoklaviert, oder zum Sterilisieren, je nach Volumen 
entweder über einen 0,2 µm Sartolab Botteltop PES Filter oder über eine 0,45-0,22 
Sartopore 2 150 Filterkapsule in einen 20 L- Flexboy filtriert.  
Zur Identifizierung der signifikanten Bestandteile der Pflanzenmedien wurden 15 weitere 
Medien der Firma Duchefa und ein schon bereits auf Produktbildung optimiertes Medium 
(Holland et al. 2010) eingesetzt (Tabelle 2-1). Die genaue Zusammensetzung der Mikro- und 
Makroelemente aller Medien ist im Appendix in Tabelle 8-1 und Tabelle 8-2 zu finden. Allen 
Medien wurden Saccharose, Myo-Inositol, HCl-Thiamin und 2,4-Dichlorphenoxy-Essigsäure 
in den in Tabelle 2-2 genannten Konzentrationen zugefügt.  
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Tabelle 2-1 Zusammenfassung aller eingesetzten Medien 
Medium Artikelnummer 
Chee und Pool (C2d) Vitis C0248 
Eriksson (ER)  E0207 
Gamborgs B5 G0209 
Heller  H0213 
Knudson C Orchid, Morel Modification K0215 
Lindemann Orchid L0216 
Litvay L0218 
McCown Woody Plant M0219 
Murashige & Skoog + MES-Puffer M0254 
Murashige & Skoog von der Salm Modifikation M0241 
Quoirin & Lepoivre Q0250 
Rugini Olive R0258 
S-Millieu de Bouturage S0261 
Vacin & Went V0226 
White W0227 
Murashige & Skoog L0230 
Murashige & Skoog Nitrat angereichert * -- 
   * nicht kommerziell erhältlich (Holland et al) 
Tabelle 2-2 Zusammensetzung des Standard MS-Mediums 
Komponente MS-Medium 
MS-Salze 4,3 g∙L-1 
Saccharose 30 g∙L-1 
Kaliumdihydrogenphosphat 200 mg∙L-1 
Myoinositol 100 mg∙L-1 
HCl-Thiamin   1 mg·L
-1
 
2,4-Dichlorphenoxy-Essigsäure 0,2 mg·L
-1
  
2.1.3 Kulturen 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben dem Wildtyp Nicotiana tabacum cv. BY-2 
verschieden transgene Zellkulturen, die alle den monoklonalen humanen Anti-HIV 
Antikörper 2G12 produzieren, verwendet. Für alle transgenen Linien wurden die Gene der 
schweren und leichten Kette des humanen Anti-HIV-Antikörpers 2G12 zusammen mit einem 
Reportergen (DsRed) in den pTRAk Pflanzenexpressionsvektor eingebracht und nach 
Transformation durch Agrobacterium tumefaciens in das Genom der BY-2 Zellen integriert. 
Die Expression unterlag der Kontrolle eines 35SS Promotors des Cauliflower Mosaic Virus 
(Benfey et al. 1990). 
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Die Zelllinien unterscheiden sich in der Lokalisierung des Produktes. Bei beiden Zelllinien 
wurden das originale, humane Signalpeptide des Antikörper verwendet um die 
Antikörperketten zunächst ins ER transloziert werden. Bei der Zelllinie GFD wird der 
Antikörper dann über den Golgi-Apparat in den Apoplasten sekretiert. Von da kann er dann 
durch die Zellwand in das Medium gelangen. Für die Zelllinie BY-2 GFERD wurde den Anti-
körpergenen am C-terminalen Ende eine für das Retentionssignal (SEKDEL) kodierende 
Gensequenz angehängt. Hierdurch wird die Lokalisation im ER erreicht, indem der 
Antikörper im cis-Golgi an den KDEL-Rezeptor bindet und ins ER zurücktransportiert wird. 
Eine Sekretion ins Medium findet demnach nicht statt, der Antikörper reichert sich 
intrazellulär an. 
In der Abbildung 2-1 sind die Karten der T-DNA der beiden eingesetzten Vektoren für die 
Zelllinien GFERD und GFD gezeigt. Die Zelllinien wurden von Dr. Thomas Rademacher 
(Fraunhofer IME) hergestellt und freundlicherweise für diese Arbeit zur Verfügung gestellt. 
 
Abbildung 2-1 Karte der T-DNA der eingesetzten Vektoren pTRak-2G12F-Ds und pTRak-2G12FERDs. 
DsRed: Gen des rotfluoreszierenden Proteins von Discosoma ssp; pA: Promotor (dupliziert) und Poly-
adenylierungs-/Terminierungssequenz aus Cauliflower Mosaic Virus (CaMV); SAR: „Scaffold attachment 
region“ aus N. tabacum; RB und LB: rechte und linke Bordersequenz des Nopalin-Ti-Plasmid pTiT37; pAnos: 
Polyadenylierungs-/Terminationssequenz des Nopalinsynthase-Gens; npt II: codierende Sequenz des 
Neomycin-Phosphotransferase-Gens (Kanamycin-Resistenz); Pnos: Promotor des Nopalinsynthase-Gens; TL: 
untranslatierte Region (UTR) des „Tabacco etch virus“; 2G12HC: schwere Kette des Antikörpers; 2G12HC-
SEKDEL: schwere Kette des Antikörpers mit Retentionssignal; 2G12LC: leichte Kette des Antikörpers; 
2G12LCSEKDEL: leichte Kette des Antikörpers mit Retentionssignal. 
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2.1.4 Nachweis-Antikörper  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Analytik im ELISA (2.2.7) und Westernblot (2.2.6) 
verschiedene Antikörper eingesetzt. Die verwendeten Antikörper stammten von der Firma 
Sigma-Aldrich Chemie.  
Tabelle 2-3 Übersicht über die verwendeten Antiköper 
Antiköper Abkürzung Spezifität Eigenschaften Artikelnr. 
Ziege-Anti-Human IgG-Fc  ZAHFc Fc-Teil  polyklonal I2136 
Ziege-Anti-Human IgG-Fc ZAHFc
AP
 Fc-Teil  polyklonal, AP gelabelt A9544 
Ziege-Anti-Human κ ZAHκAP κ-Kette  polyklonal, AP gelabelt A3813 
 
Zur immunologischen Detektion wurden zwei verschiedene Substrate für die alkalische 
Phosphatase eingesetzt. Das Substrat für den Westernblot besteht aus zwei Komponenten, 
NBT (Nitro-Blue Tetrazolium Chloride) und BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat) und 
stammte von der Firma Carl Roth (NBT: 4421.3/ BCIP: 6368.2). NBT/BCIP wurde in einem 
Verhältnis 2:1 in Formamid im Dunklen gelöst und bei -20°C gelagert. Vor Verwendung 
wurde die Lösung 1:100 in AP-Puffer verdünnt.  
Das Substrat für den ELISA stammte von der Firma Sigma Aldrich Chemie. Es handelt 
sich dabei um das Phosphatase-Substrat para-Nitro-Phenylphosphat (pNPP) (Produkt Nr.: 
1040) und wurde in einer Konzentration von 1 mg∙mL-1 eingesetzt.  
2.1.5 Geräte 
 Gelelektrophoreseapparatur Novex XCell SureLock® Mini-Cell (Invitrogen,Karlsruhe) 
 Stromversorgung PowerPac Basic, PowerPac HC (Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München) 
 Multikanalphotometer: BioTek® SynergyTM HAT Multidetektor 
 Elektroblotting-Apparatur und Zubehör: Mini Protean II Tankblot Einheit (Bio-Rad 
Laboratories GmbH, München) 
 Zentrifugen: Eppendorf MiniSpin®, Centrifuge 54150 (Eppendorf, Hamburg) 
 Zentrifugen: AllegraTM 25R Zentrifuge, Roter TS-5.1-500, Avanti J25-1; Rotor JLA 
16.250, Rotor XXX (Beckman Coulter
 
GmbH, Krefeld)  
 Sterilbank: Kojair KR-130BW (Kojar, Vilppula, Finnland) 
 Inkubations-Schüttler: Innova 4430 (New Brunswick Scientific, Nürtingen), 
ClimoShaker ISF1-X (Kühner, Basel, Schweiz)  
 Biosensor-Meßgerät: Biacore 2000, Biacore T100, Biacore T200 (GE Healthcare, 
Uppsala, Schweden) 
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 Waagen: Sartorius BP4100, BP 610, TE64 (Sartorius, Göttingen) 
 Bioreaktor: autoklavierbare Glasreaktoren (3-7L) und Zubehör (Applikon, Schiedam, 
Niederlande) 
 Steuerkonsole für Bioreaktoren: Ez-Controller, ADI 1030, ADI 1035 (Applikon, 
Schiedam, Niederlande) 
 Biomassesonde: Standard Futura, Futura Connect 4, Futura Ringelektrode 12-320 mm, 
Standard Remote Futura (Aber Instruments, Aberystwyth, UK) 
 Pumpen: Masterflex® (Masterflex, Illinois, USA) 
 Magnetrührer mit/ohne Heizplatte (Variomag mobil Komet, Variomag monotherm; 
IKA combimag RET) 
 pH-Meter Inolab (WTW GmbH, Weilheim)  
 Ultraschallsonde: “Labsonic U” (B. Braun, Melsungen) 
 Thermoblock: Grant Boekel (Grant Instruments, Cambridge, UK) 
 Wärmeschrank: Funktion Line (Kendro/Heraeus, Hanau) 
2.2 Methoden 
2.2.1 Transformation von BY-2 Zellen 
Die stabile Transformation von BY-2 Suspensionskulturen erfolgt via Koinkubation mit 
transformierten Agrobakterien. Die Agrobakterien wurden in 10 mL YEB-Medium mit 
Kanamyzin und Rifampizin für drei Tage kultiviert und anschließend mit 3 mL einer drei 
Tage alten BY-2-Suspension versetzt. Die finale Bakteriendichte betrug OD 0,05 bei 600 nm. 
Der Transformationsansatz wurde mit Acetosyringon (200 mM) versetzt und bei RT im 
Dunkeln für 3 Tage inkubiert. 1 mL MS Medium (Tabelle 2-2) mit Cefatoxin (Cef, 100 mg 
·L-1) wurde hinzugegeben und je nach BY-2 Dichte 500 –1000 μL der Suspension auf 
Selektionsplatten (MS-Cef-Kan-Medium) ausplattiert. Die Platten wurde mit Parafilm 
verschlossen und bei 26 °C im Dunkeln inkubiert. Nach ungefähr 4 Wochen wurden die 
Mikrokalli vereinzelt.  
2.2.2 Probenaufarbeitung 
Zur Produktanalyse des Anti-HIV-Antikörpers wurden verschiedene Verfahren eingesetzt. 
Die Konzentration des 2G12 wurde mittels ELISA (2.2.7) und Oberflächen Plasmon 
Reasonanz Messung (2.2.8) bestimmt. Die Integrität des Antikörpers wurde über eine 
Westernblot-Analyse (2.2.6) ermittelt. Bei den Versuchen im 25-50 ml Maßstab wurde für 
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jeden Probenzeitpunkt ein Schüttelkolben inokuliert, so dass dieser Kolben bei der 
Probennahme komplett geerntet werden konnte und keine Kontaminationsgefahr durch die 
Probennahme für den restlichen Versuch bestand. Für die Versuche im 200-400 ml Maßstab 
wurde nur ein 1L Erlenmeyerkolben angeimpft und die Probennahme wurde unter sterilen 
Bedingungen durchgeführt. Zur Bestimmung des Packed Cell Volume (PCV) wurden 10mL 
der Suspension zentrifugiert (2min, 3000 rpm, RT) und der PCV-Wert am 
Zentrifugenröhrchen abgelesen. Anschließend wurden bei den Proben der sekretierenden 
Zelllinie 2 ml des zellfreien Überstands in ein Reaktionsgefäß überführt und bis zur weiteren 
Analyse bei -20°C gelagert. Bei den Proben der Zelllinie GFERD wurde der Überstand 
verworfen. Sollte jedoch die Nitrat-, Ammonium- und Zuckerkonzentrationen im Medium 
bestimmt werden, wurden von beiden Zelllinien je 1 ml des Überstandes entnommen und bei 
4°C gelagert. Zur Bestimmung des Frischgewichtes (FW) wurden bei beiden Linien die 
abzentrifugierten Zellen resuspendiert und vakuumfiltriert, das Zellgewicht bestimmt und 
anschließend bei 60°C im Trockenschrank für 1-2 Tage zur Bestimmung des Trocken-
gewichts gelagert. Für beide Zelllinien wurden vakuumfiltrierte Zellen, zur Bestimmung des 
intrazellulären Antikörpers, bei -20°C eingelagert.  
2.2.3 Bestimmung der Zellzahlen 
Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal Zählkammer bestimmt. Diese 
Zählkammer hat eine größere Fläche und größere Kammertiefe, als eine Neubauerkammer, so 
dass auch Pflanzenzellen damit gezählt werden können. Insgesamt wurden alle 16 
Großquadrate ausgezählt. Die Gesamtfläche dieser Kammer betrug 16 mm
2
 mit einer Tiefe 
von 0,2 mm. Die entsprechende Zellzahl pro mL wurde nach folgender Formel berechnet:  
     
  
  
          
ZmL = Zellen pro ml Untersuchungsmaterial  
Za = ausgezählte Zellen  
Fa = ausgezählte Fläche [mm
2
]  
VP = Verdünnung des Untersuchungsmaterials  
2.2.4 Herstellung von Zellextrakten (=Proteinextraktion) 
Bei der Extraktion im Labormaßstab (mg-Maßstab) wurden die in 2.2.2 beschriebenen 
Zellpellets aufgetaut, in 2 Volumenanteilen Extraktionspuffer (Tabelle 2-4) resuspendiert und 
mittels Ultraschall auf Eis aufgeschlossen (0,5 s, 60 W, 30 s). Anschließend wurde die Probe 
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zentrifugiert (30 min, 15000g, 4°C) und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 
Dieser wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert. 
Tabelle 2-4 Zusammensetzung des Extraktions Puffers 
Komponente Extraktionspuffer 
NaCl  137 mM 
KCl 2,7 mM 
Na2HPO4 8,1 mM 
KH2PO4 1,5 mM 
EDTA 5 mM 
2.2.5 SDS-Gelelektrophorese 
Die „Sodium-dodecyl-sulfate“-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist ein 
Trennverfahren für Proteine (Laemmli 1970). Die Trennung beruht auf unterschiedlichen 
Laufgeschwindigkeiten der Proteine durch die poröse Matrix, bedingt durch ihre Größe. 
Proteine werden zunächst mit SDS denaturiert und verbinden sich mit ihm zu einem negativ 
geladenen Komplex. Aufgrund der negativen Ladung wandert der SDS-Protein-Komplex im 
elektrischen Feld zur Anode. Es wurden NuPAGE 4-12% Bis-Tris Fertiggele der Firma 
Invitrogen verwendet. Die Gelelektrophorese wurde bei konstanten 200 V und einer Laufzeit 
von 45 min durchgeführt. Die Proben wurden zur Vorbereitung für die SDS-PAGE mit 
Probenpuffer versetzt und bei 70°C für 10 min inkubiert. Zur Kontrolle wurde ein Standard 
Antikörper 2G12, produziert in CHO-Zellen, aufgetragen. Zusätzlich wurde ein 
Größenstandard (PageRuler von Fermentas) aufgetragen. Kontrollantikörper wurden wie die 
zu analysierenden Proben behandelt. Als Laufpuffer wurde NuPAGE® MES SDS Laufpuffer 
(Invitrogen) verwendet. 
2.2.6 Western-blot Analyse 
Mit Hilfe des Western-blots (Towbin et al. 1979) wurden Proteine eines SDS-Gels (2.2.5) 
elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Eingesetzt wurde die Methode 
des „Tank-Blot“. Der Transfer der Proteine erfolgte bei konstanten 250 mA und einer 
Laufzeit von 60 min. Die Zusammensetzung des Blottingpuffers ist der Tabelle 2-5 zu 
entnehmen. 
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Tabelle 2-5 Zusammensetzung des Blotting-Puffers 
Komponente Blottingpuffer 
Tris-HCl, pH 8,3  25 mM 
Glycin 192 mM 
Methanol 20 % (v/v) 
 
 
 
 Absättigung    : ½ h 2-5% (w/v) Magermilchlösung 
 Waschen     : 3 x 5 min mit PBST  
 Bindung der Nachweis-AK an HC/LC : 1 h ZAHFc
AP
 1:5000 in PBS  
       1 h ZAHκ
AP 
1:5000 in PBS 
 Waschen     :  3 x 5 min mit PBST 
 Äquilibrieren der Memebran  : 10 min AP-Puffer 
 Detektieren     :  NBT/BCIP 1:100 in AP-Puffer 
 Reaktionsabbruch   :  Waschen mit Leitungswasser 
 Scannen der Membran 
Tabelle 2-6 Zusammensetzung PBS-Puffer und PBST-Waschpuffer 
Komponente PBS-Puffer PBST-Waschpuffer 
NaCl  137 mM 137 mM 
KCl 2,7 mM 2,7 mM 
Na2HPO4 8,1 mM 8,1 mM 
KH2PO4 1,5 mM 1,5 mM 
Tween 20 - 0,05 % (v/v) 
 
Tabelle 2-7  Zusammensetzung des AP-Puffers für das Substrat NBT/BCIP 
Komponente AP-Puffer für NBT/BCIP  
Tris-HCl, pH 9,6 100 mM 
NaCl 100 mM 
MgCl2  5 mM 
2.2.7 ELISA (enzym linked immunosorbent assay) 
Der ELISA wurde zur Quantifizierung des 2G12-Antikörpers eingesetzt. Es wurde ein 
indirekter ELISA durchgeführt.  
 
Indirekter ELISA: 
 Immobilisierung : 1 h, RT oder ü N, 4°C, ZAHFc 1:2000 in Beschichtungspuffer  
 Absättigung  : ½ h, RT, 5% (w/v) Magermilch in PBST 
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 Waschen:   : 3x mit Wasser dann 1x PBST 
 Probenbindung : 2 h, RT, serielle Verdünnung in PBS 
 Waschen  : 3x mit Wasser, dann 1x PBST 
 Nachweis  : 1 h, RT, ZAHκ
AP
 1:5000 in PBS  
 Substratreaktion  : 30-60 min, 1mg∙mL-1 pNPP in Substratpuffer 
 
Aufgrund des gewählten ELISA-Setup konnten keine freien Ketten nachgewiesen werden. 
Es wurde nur H2L2 (vollständiger Antikörper) oder H2L (Dimer der schweren Ketten und eine 
leichte Kette) detektiert.  
Tabelle 2-8: Zusammensetzung der Puffer für den ELISA 
Komponente  Beschichtungspuffer 
(pH 9,6) 
Substratpuffer  
(pH 9,6) 
Na2CO3 15 mM - 
NaHCO3 35 mM - 
NaCl - 150 mM 
MgCl2 -  2 mM 
Tris-HCl -  50 mM 
  
Das Produkt wurde bei einer Wellenlänge von 405 nm mit einem Multikanalphotometer 
gemessen. Zur Auswertung wurde die Extinktion gegen die Verdünnung linear aufgetragen 
und mittels linearer Regression die Steigungen der Proben sowie des Standards ermittelt. Die 
Konzentrationen wurden mit unten dargestellter Formel berechnet und graphisch 
wiedergegeben. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Origin
TM
 Tabellenkalkulations-
software von Microcal.  
VS
S
P
P FC
m
m
C   
Cp : Konzentration der Probe   [CP] : µg∙ml
-1
 
CS : Konzentration des Standards  [CP] : µg∙ml
-1
 
mP : Steigung der Probe   [CP] : --- 
mS : Steigung des Standards   [CP] : --- 
FV : Verdünnungsfaktor   [CP] : --- 
2.2.8 Oberflächen Plasmon Resonanz Messung (OPR) 
Bei der in dieser Arbeit eingesetzten Methode zur Bestimmung der Konzentration des 
intrazellulären Antikörpers wurde Protein A auf eine der vier Flusszellen des Sensorchips 
(CM5-rg Sensorchip) mit „Amine Coupling Kit“ (OPR) immobilisiert. Da sich die Protein A-
Bindungsstelle des 2G12 im Übergangsbereich der CH2- und CH3- Domäne befindet, konnte 
nur Volllängenantikörper (H2L2), teilassemblierter Antikörper (H2L) oder freie schwere Kette 
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(H2), nicht aber freie leichte Kette nachgewiesen werden. Zur Aktivitätsbestimmung des 
Antikörpers wurde auf einer weiteren Flusszelle das gp120 Glykoproptein immobilisiert. Die 
erste Flusszelle wurde als Kontrolloberfläche eingesetzt und diente zur Erfassung der 
Hintergrundsignale. Dafür wurde sie nur aktiviert und inaktiviert, es wurde also kein Ligand 
immobilisiert. Um Protein A und gp120 auf dem Chip immobilisieren zu können wurde zuerst 
mit EDC/NHS (N-(3-dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide/N-Hydroxysuccinimide) 
die Oberfläche aktiviert. Dafür wurde die Oberfläche für 7 min mit der EDC/NHS-Lösung 
inkubiert. Danach erfolgte die Kopplung des Protein A oder gp120 auch jeweils für 7 min. 
Mit Ethanolamin wurde die Oberfläche anschließend deaktiviert.  
2.2.9 DsRed-Bestimmung 
Die DsRed-Konzentration wurde über die Fluoreszenz bestimmt. Dafür wurden die Proben 
und der Standard (100 µg∙mL-1) seriell in einer 96-Well Mikrotiterplatte verdünnt und die 
Fluoreszenz in einem BioTek® SynergyTM HAT Multidetektor Reader gemessen. Die 
Fluoreszenz wurde mit einem 530/25 nm Filter angeregt und mit einem 590/35 nm Filter die 
Emission gemessen. Die ermittelten Werte wurden gegen den Verdünnungsfaktor aufgetragen 
und eine lineare Regression durchgeführt. Anschließend wurden die Steigungen der Proben 
ins Verhältnis zu der Steigung vom Standard gesetzt. Die Konzentrationen wurden nach 
folgender Formel berechnet:  
VS
S
P
P FC
m
m
C   
Cp : Konzentration der Probe   [CP] : µg∙ml
-1
 
CS : Konzentration des Standards  [CP] : µg∙ml
-1
 
mP : Steigung der Probe   [CP] : --- 
mS : Steigung des Standards   [CP] : --- 
FV : Verdünnungsfaktor   [CP] : --- 
 
2.2.10 Gesamtproteinbestimmung 
Die Methode nach Bradford (Bradford 1976) dient zur Bestimmung des 
Gesamtproteingehaltes einer Probe. Innerhalb dieser Arbeit wurden sowohl der Überstand als 
auch das Zellextrakt hinsichtlich der Konzentration des Gesamtproteins untersucht. Dabei 
wurden die Proben in PBS verdünnt (Überstand: 1:2; 1:5; Zellextrakt: 1:100; 1:200) um 
innerhalb des Konzentrationsbereiches des Standards zu liegen. Anschließend wurden 50 µL 
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der Probe auf eine Microtiterplatte mit geringer Bindungskapazität aufgetragen, 160 µL des 
Bradford-Reagenz (Roti-Quant, Carl Roth) (1:4 verdünnt in bidest H2O, filtriert) 
hinzugegeben und für 10 min. im Dunkeln inkubiert. Der blaue Farbumschlag wurde 
photometrisch bei 595 nm gemessen (BioTek® SynergyTM HAT Multidetektor Reader) und 
die Konzentration über eine Standardgerade bestimmt.  
2.2.11 Vitalfärbung der BY-2 Zellen 
Die Vitalfärbung der BY-2Zellen wurde mit HIlfe von Trypan blue (Life Technology 
GmbH, Darmstadt,) durchgeführt. Trypan blue wurde zur selektiven Färbung von toten 
Zellenwas eingesetzt (Lebedinskii 1952). Die Zellsuspension wurde mit 1/10 Volumen einer 
0,4% Trypan blue Lösung versetzt und für 10 min bei RT inkubiert.  
2.2.12 Mikroskopie  
Die Zellgröße wurden mit Hilfe der Leica Qwin V3 Software an einem Leica DMR HC 
Mikroskope, das mit einem HC PLAN 10x / 25 Okular und einem 10x Objektiv ausgerüstet 
war, bestimmt.  
2.2.13 Fermentationen 
Die Fermentationen wurden in Glassreaktoren mit einem Arbeitsvolumen von 1,5-5 L oder 
in einem Edelstahlreaktor mit einem Arbeitsvolumen von 30 L durchgeführt. Zur 
Vorbereitung der Fermentationen wurde die pH-Elektrode über ein Zweipunktverfahren (pH 4 
und pH 7) kalibriert und wieder in den Reaktor geführt. Anschließend wurde das Medium 
eingefüllt, mit 0,01% (v/v) Pluronic L61 als Antischaummittel versetzt, und im Reaktor 
sterilisiert. Zur Kalibrierung der Sauerstoffsonde wurde das Medium für einige Stunden 
begast, bis sichergestellt war, dass die maximale Gelöstsauerstoffkonzentration im Medium 
erreicht wurde und dieser Wert als 100% festgelegt. Da es sich ebenfalls um eine Zweipunkt-
kalibrierung handelte reichte es aus die Sonde von der Kontrolleinheit zu nehmen, so dass sie 
kein Signal mehr übertrug und diesen Wert als zweiten Punkt mit 0% zu definieren. Als 
Inoculum für die Fermentationen wurde entweder eine sieben Tage alten Schüttelkolbenkultur 
eingesetzt oder, um eine verkürze lag-Phase innerhalb der Fermentationen zu erreichen, die 
Suspensionskulturen dreimal im fünf Tage Rhythmus aus der exponentiellen 
Wachstumsphase umgesetzt. Der Reaktor wurde, falls nicht anders erwähnt, mit einem 
Inoculumsvolumen von 5% (v/v) angeimpft. Bei Standardfermentation wurde als 
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Prozessparameter eine Temperatur von 26°C, eine Rührerdrehzahl von 150-200 rpm, eine 
Begasungsrate von 0,1 vvm (Volumen pro Volumen und Zeit) und ein Sollwert der Gelöst-
sauerstoffkonzentration dO2 von 20% gewählt.  
Über den Verlauf der Fermentation wurde der pH-Wert, die Konzentration des Gelöst-
sauerstoffes (dO2) in %, die Öffnungintervalle des Sauerstoffkontrollventils (cdO2) in % und 
die Temperatur in °C online mit der BioXpert-Software aufgezeichnet. Die Probennahme 
erfolgte täglich und die Proben wurden wie in 2.2.2 beschrieben aufgearbeitet 
2.2.14 Reinigung des Antikörpers mittels Affinitätschromatographie 
Der 2G12-Antikörpers wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels Affinitätschromatographie 
über eine XK26/20 Säule, gepackt mit 30 ml Protein A Ceramic HyperD F medium (Life 
Technologies), mit Hilfe einer Äkta Explorer gereinigt.  
Um die notwenige Leitfähigkeit bei den Kulturüberständen zu erreichen wurden sie mit 
10% (v/v) eines 10-fach konzentrierten PBS–Puffers versetzt und der pH mit NaOH auf 8 
eingestellt. Anschließend wurden sie für 20 min bei 15000 g zentrifugiert und über einen 
Faltenfilter filtriert. Die Zellextrakte wurden wie in 2.2.4 beschrieben hergestellt und vor 
Aufgabe auf die Säule über einen Faltenfilter erneut filtriert. Sowohl die Überstände als auch 
der Zellextrakt wurde mit einer Flussrate von 8,5 mL∙min-1 auf die Säule aufgegeben und der 
Durchfluss zu weiteren Analyse gesammelt. Unspezifisch gebundene Proteine und andere 
kontaminierende Substanzen wurden durch einen darauf folgenden Waschschritt entfernt und 
anschließend der 2G12 mittels Elutionspuffer (Tabelle 2-9) von der Säule eluiert. Die 
Elutionsfraktionen (EF) wurden mit 10% (v/v) einer 1 M Natriumacetatlösung neutralisiert. 
Der Antikörper wurde mittels Ultrafiltration (30 kD MWCO) konzentriert und anschließend 
das Glycin und die Fructose durch eine Dialyse gegen 100 mM Natriumacetat entfernt.  
Tabelle 2-9 Zusammensetzung des Elutionspuffers 
Komponente Elutionspuffer (pH 3,6) 
Glyzin 100 mM 
Fruktose 100 mM 
2.2.15 Massenspektroskopie 
Für Massenspektroskopie wurden die Proteine mit einer SDS-PAGE aufgetrennt, die 
Bande ausgeschnitten und die Proteine mit Trypsin verdaut (spalten nach Lysin (K) oder 
Arginin (R) sofern kein Prolin folgt). Anschließend wurden die Proben mittels 
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Flüssigchromatographie/ Massenspektroskopie (LC/MS) analysiert. Die Analyse wurde von 
Dr. Ivana Chudobova am Fraunhofer IME durchgeführt. 
2.2.16 Analyse der N-Glykane an Asparagin-297 
Die N-Glykan-Analysen wurden an der Universität für Bodenkultur in Wien durchgeführt. 
Zur Analyse wurden die Proteine unter reduzierenden Bedingungen mit einer SDS-PAGE 
aufgetrennt, die Bande der schweren Kette (HC) ausgeschnitten und die schwere Kette mit 
Trypsin verdaut (spalten nach Lysin (K) oder Arginin (R) sofern kein Prolin folgt). Die 
einzelnen Fragmente wurden über eine Flüssigchromatographie separiert und anschließend 
direkt in einem Massenspektrometer gemessen.  
2.2.17 RNA-Extraktion aus Pflanzenmaterial  
Die Extraktion von RNA BY-2 Zellkulturen wurde mit „QIAshredder“ und „RNeasy“ Kits 
von Qiagen nach den Angaben des RNeasy-Handbuch (Stand April 2006) durchgeführt. 
Anschließende wurde um die extrahierte RNA von Resten genomischer DNA zu befreien ein 
DNaseI (Fermentas) Verdau angesetzt. Dazu wurden 3 μg RNA mit 3 μL 10x DNaseI Puffer mit 
MgCl2, 3 μL RNase freie DNaseI (1 Unit∙μL-1) und DEPC behandeltem Wasser auf 30 μL aufgefüllt. 
Nach 30 Minuten Inkubation bei 37 °C wurden 3 μL 50 mM EDTA zugefügt und der Ansatz zur 
Deaktivierung der DNaseI für 20 Minuten bei 65 °C inkubiert. 
2.2.18 cDNA-Synthese - reverse Transkription  
Die Synthese von cDNA aus der extrahierten RNA wurde mit M-MLV reverser 
Transkriptase (Promega) durchgeführt. Dazu wurden nach dem DNaseI Verdau (siehe 2.2.17) 
2 μg RNA mit 1 μL 18T Primer (300 nM) und 12,5 μL DEPC behandeltem Wasser versetzt. 
Um Sekundärstrukturen der RNA aufzulösen und das Anlagern der Primer am Poly(A)-Ende 
der mRNA zu ermöglichen, wurde die Lösung anschließend für 5 Minuten bei 70 °C inkubiert 
und danach für weitere 5 Minuten auf Eis abgekühlt. Im nächsten Schritt wurden 2,5 μL 10 
mM dNTPs, 10 μL 5x Puffer und 2 μL M-MLV (200 u∙μL-1) zugefügt und der Ansatz 1 h bei 
42 °C inkubiert. 
2.2.19 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion  
Die Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion zur Bestimmung der relativen mRNA-
Menge der Antikörperketten, sowie die DsRed wurde freundlicherweise von Dipl. Biologen 
2 Material und Methoden   
- 30 - 
Jan Lüddecke, nach der in der Diplomarbeit, „Steigerung der Stabilität transgener mRNA 
mittels gerichteter Evolution. (Jan Lüddecke, 2011)“ entwickelten Methode zur 
Quantifizierung von mRNA aus Nicotiana tabacum Spezies durchführt. Die realtiven Meran-
Mengen der Antikörperketten, sowie die DsRed wurden im Bezug zu zwei Tabak eigenen 
Referenzgenen, den Elongationsfaktor a (EF-1a, GenBanl: AF120093) und das ribosomale 
Protein L25 (GenBanl: L18908) bestimmt. 
Alle qPCR Messungen wurden mit einem Bio-Rad IQ5 Thermocycler durchgeführt. Auch 
die verwendeten 96-Well Platten und zugehörigen Verschlussfolien wurden von der Firma 
Bio-Rad bezogen. Alle Ansätze wurden in einem Volumen von 20 μL angesetzt. Sie 
bestanden aus 10 μL Bio-Rad iQ™ SYBR® Green Supermix, 1 μL des Primer-Mix, 4 μL RO-
H2O und 5 μL der Template-DNA. Die Template-DNA, in der Regel cDNA, wurde so 
verdünnt, dass die resultierenden Cq-Werte im Bereich von 15 - 30 lagen. Es wurden jeweils 
zwei Replika jeder Probe gemessen. Das verwendete qPCR Programm ist nachfolgend 
aufgelistet: 
 
2:30 min 95°C Wellfactor-Bestimmung  
Polymerase Aktivierung 
0:30 min 95°C  
     
0:10 min 95°C Denaturierung  
40 Zyklen qPCR 0:30 min 60°C Hybridisierung + Elongation  
Fluoreszenzmessung 
     
0:30 min 60°C Denaturierung 
Fluoreszenzmessung  
Temperatursteigerung 0,5 °C  
 
 
61 Zyklen Schmelzpunktanalyse 
 
Dabei dienten die ersten 2:30 min der sogenannten dynamischen „Wellfactor“-
Bestimmung welche durchgeführt wurde, um Schwankungen bei den Mastermix-Volumina 
oder Fluoreszenzintensitäts-Abweichungen durch die zentral über der Platte positionierte 
Kamera ausgleichen zu können. Bei der „Wellfactor“-Bestimmung wird die Fluoreszenz des 
im SYBR-Green Mastermix enthaltenen Farbstoffs Fluoreszin bei 95 °C gemessen. Diese 
wird nicht durch DNA-Bindung beeinflusst und hat keinen Einfluss auf den weiteren Verlauf 
der Messungen. Die ersten 3 min bei 95 °C dienen außerdem der Aktivierung der „hot start“ 
Polymerase. Um unspezifische Amplifikationen beim Ansetzen der Proben zu unterbinden ist 
die im Mastermix enthaltene Polymerase durch gebundene Antikörper deaktiviert. Durch 3 
min bei 95 °C denaturieren die Antikörper und setzen die Polymerase frei. Im weiteren 
Verlauf folgen 40 PCR-Zyklen, mit jeweils 10 s Denaturierung bei 95 °C und 30 s 
Hybridisierung und Elongation bei 60 °C. Am Ende jeder Elongationsphase wird die 
Akkumulation des Produkts anhand der SYBR-Green Fluoreszenz festgehalten. Die letzten 61 
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Zyklen dienen der Schmelzpunktanalyse der gebildeten Produkte. Hier wurde nach jedem 
Zyklus die Temperatur um 0,5 °C erhöht, für 30 s gehalten und eine Fluoreszenzmessung 
durchgeführt.  
Die Auswertung der Rohdaten, also das Bestimmen der Hintergrundfluoreszenz, auch 
Basislinie genannt, und das Setzen des Schwellenwerts (threshold), d.h. der Fluoreszenz, 
deren Überschreiten den Cq-Wert (Zyklus der Quantifizierung) definiert, erfolgte mit der 
zugehörigen „iQ5 Optical System Software“ (v. 2.0, Juni 2006) und parallel mit dem Excel 
basierten Programm LinRegPCR (v. 12.8, Februar 2011). Für die Auswertung mit 
LinRegPCR wurden die Rohdaten ohne Basislinienkorrektur als Excel-Datei mit der iQ5 
Optical System Software exportiert. LinRegPCR ermittelte dann die Basislinie für jede Probe 
sowie den Cq-Wert und die Durchschnittliche Amplifikationseffizienz für alle Proben, welche 
die gleiche Primer-Kombination verwendeten.Als Maß für die Pipettiergenauigkeit beim 
Ansetzen der Proben, wurde die durchschnittliche Abweichung der Cq-Werte der Replika 
einer Amplikongruppe herangezogen. Diese sollte unter dem selbst gesetzten Grenzwert von 
0,2 Zyklen liegen. Die weitere Auswertung erfolgte mit Hilfe des Excel-Add-In „geNorm“. 
Dafür wurden die Mittelwerte der Cq-Werte der qPCR Parallelansätze und mit folgender 
Formel unter Einbeziehung der Effizienz die relativen Werte (WR) gebildet: 
 
     
                        
 
Dabei ist E die Effizienz der qPCR-Reaktion (siehe 3.3.24.4), MinCqMittel der geringste 
gemittelte Cq-Wert der Messreihe und CqMittel der umzurechnende gemittelte Cq-Wert. Die 
relativen Werte der Referenzgenproben wurden anschließend in das Excel-Addin geNorm 
geladen, welches die Normalisierungsfaktoren berechnete. Durch diese Normalisierungs-
faktoren wurden dann die zugehörigen relativen Werte der Zielgene geteilt, um so die 
normalisierten relativen Werte zu erhalten. 
2.2.20 Statische Versuchplanung 
Zur Planung und Auswertung der Experimente mit Hilfe von DoE wurde die Design 
Expert 8.0 Software (Stat Ease, Minneapolis, USA) benutzt. Zur Identifizierung wichtiger 
Komponenten wurde ein Vollfaktorielles Verscuhsdesign und zur Modellbildung ein 
Response-surface-Versuchdesign, im speziellen ein CCD-Design, ausgewählt. Die 
Modellbildung und graphische Auswertung wurde ebenfalls mit Hilfe der Design Expert 8.0 
Software durchgeführt. Zur Modellbildung wurden alle Faktoren ausgewählt die einen P-Wert 
von < 0,05 aufwiesen. Alle anderen Faktoren wurden aus dem Modell entfernt.  
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2.2.21 In-line Biomassebestimmung mittels Impendanzspektroskopie 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Impendanzspektroskopie zur in situ Bestimmung der 
Biomassekonzentrationen eingesetzt. Basierend auf den dielektrischen Eigenschaften von 
Zellen in einem leitenden Medium erlaubt die Impendanzspektroskopie die Bestimmung der 
Lebendbiomassekonzentration. Für die Messung wird ein wechselndes elektrisches Feld im 
Bereich des Sensors erzeugt. In diesem Feld Verhalten sich Zellen mit einer intakten 
Plasmamembran wie ein Kondensator und erlauben so die Messung der Kapazität und der 
Leitfähigkeit für wechselnde elektrische Ströme als Funktion der Frequenz (Harris, 1987; 
Opel et al., 2010). Da nur Zellen mit einer intakten Plasmamembran polarisiert werden 
können erfasst diese Messung ausschließlich lebende Zellen. Es wurde das Futura RFIS 
System von Aber Instruments verwendet. Mit dem Biomassesensor, bestehend aus einer 
Futura Kontrolleinheit und einer ringförmigen Elektrode (12 x 450 mm), wurden gleichzeitig 
die Leitfähigkeit des Mediums und die Kapazität der Zellen gemessen. Der Sensor wurde im 
Zellkulturmodus bei 0,6 MHz mit Polarisationskorrektur betrieben und mit einer Futura 
Software gesteuert. 
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3 Ergebnisse und Diskussion 
3.1 Stabile transgene BY-2 Pflanzensuspensionskulturen 
3.1.1  Generierung und Identifizierung stabil transformierter Zelllinien 
Zur Generierung der Zelllinie GFD#5 wurden 200 rot fluoreszierende Mikrokalli 
identifiziert und auf Kanamycinplatten erneut selektiert. Von den 200 Kalli wurden 18 mit der 
höchsten DsRed-Fluoreszenz ausgewählt, der Antikörper aus den Zellen extrahiert und die 
2G12-Konzentration im Zellextrakt bestimmt. Aus den fünf besten Produzenten wurden 
Suspensionskulturen etabliert und die extrazelluläre 2G12-Konzentration bestimmt. Die 
Zelllinie GFD#5, die die höchsten Expression aufwies, wurde ausgewählt und weitergeführt. 
Die Generierung der Zelllinie GFD#5 wurde von Dr. Thomas Rademachen durchgeführt und 
die Linie freundlicherweise für diese Arbeit zur Verfügung gestellt. 
Die erste Selektion, die die Anzahl der möglichen Zelllinien um 90% reduzierte, wurde 
anhand der DsRed-Fluoreszenz durchgeführt. Bei dieser Art der Selektion handelt es sich um 
eine sehr schnelle Methode zur Reduktion der Anzahl der zu untersuchenden Linien. Eine 
theoretische Schwachstelle dieser Methode ist, dass sie lediglich die Expression des 
Reporterproteins betrachtet und das eigentliche Zielprotein außen vor lässt. Allerdings ist die 
Annahme, dass eine hohe DsRed-Expression auch eine hohe Expression des Zielproteins 
bedeutet, da beide Genkassetten auf derselben T-DNA liegen und unter der Kontrolle des 
gleichen Promotors transkribiert werden, berechtigt.  
Bei der zweiten Selektion wurden die 18 verbliebenen Kalluskulturen auf die 
Konzentration des Zielproteins getestet. Dadurch wurde die Anzahl der zu untersuchenden 
Linien erneut um 80% reduziert. Für die Konzentrationsbestimmung wurde der Antikörper 
aus dem Kallusgewebe extrahiert und die Konzentration des Zielproteins im Zellextrakt 
bestimmt. Bei den Zelllinien, die das Zielprotein in den Überstand sekretieren sollen, wäre 
jedoch ein Messung der Konzentration in den Kulturüberständen zur vergleichende Analyse 
der effektiv sekretierten Zielproteinmenge die aussagekräftigere Methode zur Identifizierung 
der guten Produzenten. Ein Screening kann erst unter den späteren Produktionsbedingungen 
aussagekräftige Ergebnisse liefern. Daher konnte angenommen werden, dass die Selektion der 
Linien unter nicht optimalen Bedingungen erfolgt. 
Um zu verifizieren, dass eine hohe Menge DsRed auch eine hohe Menge an Zielprotein 
bedeutet, wurde eine neue Transformation durchgeführt und neben 160 fluoreszierende 
Mikrokalli auch 30 nicht fluoreszierende Mikrokalli selektiert, auf Kanamycinplatten 
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umgesetzt und anschließend drei weitere Passagen auf Kanamycinplatten durchgeführt. 
Während der Inkubation der Kalli auf den Platten konnte schon bei 20 der 30 grünen Kalli 
(~66 %) und bei 29 der 160 (18%) roten Kalli ein stark verringertes bis hin zu keinem 
Wachstum festgestellt werden. Von allen verbleibenden Kalluskulturen wurden anschließend 
Suspensionen etabliert. Dazu wurde von allen Kalli jeweils eine vergleichbare Menge in eine 
T25-Flasche mit 5 ml MS-Medium überführt, für 3 Tage inkubiert, nach weiteren zwei, vier 
und sieben Tagen Inkubation erneut 5 ml MS-Medium zugefüttert und die Kulturen 
abschließend für weitere drei Tage inkubiert. Darauf folgend wurden 5 ml der Suspensionen 
in frische T25-Flaschen mit 15 ml MSN-Medium umgesetzt und für 7 Tage inkubiert. Es 
folgte eine weitere Passage in MSN-Medium, wobei die Kultivierung ab diesem Zeitpunkt in 
Schüttelkolben vorgenommen wurde. Es hatte sich in vorhergehenden Experimenten gezeigt, 
dass eine homogene Suspensionskultur schneller zu erreichen war, wenn die ersten 2-3 
Passagen nicht in Glaskolben, sondern in T25-Flaschen durchgeführt wurden (Daten nicht 
gezeigt). 
 
Abbildung 3-1 Schematische Darstellung der Screeningmethoden 
Bei 58 der verbliebenen roten und bei einer der grünen Linien konnte jedoch keine 
Suspension etabliert werden. Letztendlich konnten von den 160 roten nur 73 
Suspensionskulturen (~46%) und von den 30 grünen nur neun Suspensionen (~30%) etabliert 
und auf extrazelluläre 2G12 Konzentration getestet werden. Das erste Screening wurde 
mittels Dot-blot durchgeführt und die besten fünf roten Zelllinien, sowie die besten drei 
grünen weitergeführt (Daten nicht gezeigt). 
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Tabelle 3-1  Anzahl der verbleibenden Linien pro Screeningphase 
Screeningphase mit Fluoreszenz im Kallus ohne Fluoreszenz im Kallus 
 Anzahl der Linien Anzahl der Linien 
Mikrokallus 160  30  
3 Kalluspassagen 131 (82%) 10 (33%) 
Etablierung der Suspensionen  73 (46%)  9 (30%) 
Wachstums- und Expressionsscreening  5 (3%)  3 (10%) 
 
Für die verbliebenen 8 Linien wurden Zeitreihenversuche durchgeführt und das 
Frischgewicht und die Antikörperkonzentration im Überstand nach 72, 96, 120, 168 und 
240 h Inkubation bestimmt. In der Abbildung 3-2 sind die Frischgewichte, die extrazelluläre 
2G12-Konzentration und die Produktivität bezogen auf das Frischgewicht aller Linien im 
Vergleich zur Referenzlinie GFD#5 über die Kultivierungszeit aufgetragen. Die Fluoreszenz 
wurde am Ende der Kultivierung makroskopisch bewertet, wobei sich zeigte, dass auch bei 
den drei nicht fluoreszierenden Linien leichte DsRed Fluoreszenz nachgewiesen werden 
konnte. Zur besseren Unterscheidung wurde jedoch die Benennung fluoreszierenden und 
nichtfluoreszierenden Linie weiterbehalten.  
 
Abbildung 3-2 Vergleich der Frischgewichte, der extrazellulären 2G12-Konzentration und der 
Produktivität der einzelnen GFD-Linien. Dargestellt sind die Frischgewichte (A), die 2G12 Konzentration im 
Überstand (B) und die Produktivität (C) zu verschiedenen Zeit-punkten. Die GFD-Linien ohne DsRed-
Fluoreszenz im Kallus sind grün die mit DsRed-Fluoreszenz im Kallus rot gezeichnet. Die Referenzlinie GFD#5 
ist schwarz gezeichnet. Die Konzentrationen des mAb 2G12 wurden mittels ELISA (2.2.7) bestimmt.  
Im Vergleich zur Referenzlinie GFD#5 zeigten alle neuen Linien ein erhöhte 
Biomassebildung um min. 20% und max. 100% Abbildung 3-2 A. Zwischen den 
fluoreszierenden und nichtfluoreszierenden Linien konnten dabei keine signifikanten 
Unterschiede bezüglich des Wachstums festgestellt werden. Die maximale 2G12-
Konzentration und Produktivität konnte bei je einer fluoreszierenden (GFD#143, Maximum: 
3,7 µg∙mL-1 nach 168 h) und einer nicht fluoreszierenden (GFD#1, Maximum: 3,3 µg∙mL-1 
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nach 168 h) gemessen werden (Abbildung 3-2 B). Für die anderen Linien lagen die 
Konzentrationen in ähnlichen Bereichen (0,5 - 1,5 µg∙mL-1) wie die der Referenzlinie 
(GFD#5: 1,25 µg∙mL-1). Die Linien #143 und #1 zeigten auch die höchste Produktivität 
(#143: 6,9 µg∙g-1 nach 168 h; #1: 5,9 µg∙g-1 nach 168 h). Die Produktivität alle anderen 
untersuchten Linien (0,7 - 3,9 µg∙g-1) war gleich oder geringer als die des Referenzklons 
(3,9 µg∙g-1) (Abbildung 3-2 C). Durch diesen Versuch konnten zwei neue Zelllinien 
identifiziert werden, die eine doppelt so hohe Biomasse und Produktivität zeigten. Bezüglich 
der extrazellulären 2G12-Konzentration wurde eine Steigerung um den Faktor drei gemessen.  
3.1.2 Untersuchung somaklonaler Variation  
Zur Untersuchung, ob in der Kultur GFD#5 bei der Generierung dieser Zelllinie oder 
während der Kultivierung somaklonale Variation auftraten, es sich demnach um eine 
heterogene Zellkultur handelte, wurde die Suspension auf Kanamycinplatten ausplattiert und 
aus 50 Kalli neue Suspensionen etabliert. Sollte die Kultur aus einer heterogen Mischung 
bestehen, dann sollte im Rahmen dieses Versuch durch einen zweiten Selektionsschritt über 
eine Kalluskultur eine homogene Linie, mit einer höhen Expression, generiert werden können 
(Nocarova and Fischer 2009). Die Frischgewichtsbestimmung erfolgte wie in 2.2.2 
beschrieben. Die extrazelluläre 2G12-Konzentration wurde entweder mittel ELISA (2.2.7) 
oder OPR (2.2.8) bestimmt. Die ersten drei Passagen erfolgten in 10 ml in T25-Flaschen. Am 
Ende der dritten Passage wurde das Frischgewicht bestimmt und die Antikörperkonzentration 
im Überstand mittels Dotblot analysiert (Daten nicht gezeigt). Bezüglich des Wachstums 
zeigten sich starke Unterschiede zwischen den Sublinien. Die gemessenen Frischgewichte 
schwankten hierbei von 80 – 570 g·L-1. Dies deutet auf eine heterogene Kultur. Für weitere 
Versuche wurden acht Sublinien ausgewählt, die sowohl ein gutes Wachstum als auch eine 
vergleichbare oder höhere Antikörperkonzentration als die Mutterlinie aufwiesen. Die nächste 
Passage dieser acht Sublinien erfolgte in Glaskolben mit einem Volumen von 25 ml. Es 
wurden nach 72 h, 120 h, 168 h und 240 h Proben entnommen und diese bezüglich des 
Frischgewichtes und 2G12-Konzentration untersucht (Abbildung 3-3).  
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Abbildung 3-3 Vergleich der neuen Sublinien mit der Mutterlinie GFD#5. Dargestellt sind die Frisch-
gewichte (A), die 2G12 Konzentration im Überstand (B) gemessen mittels ELISA (2.2.7) und die Produktivität 
(2G12-Konzentrationen im Überstand bezogen auf die Biomasse) (C) zu verschiedenen Zeit-punkten. Der 
Referenz-Klon GFD#5 ist in rot gezeichnet.  
Bezüglich des Wachstums zeigten sich innerhalb der acht Sublinien keine eindeutigen 
Unterschiede, jedoch war das Wachstum verglichen mit der Mutterkultur geringer. Bei der 
extrazellulären Antikörperkonzentration wurden bis 168 h Kultivierungszeit keine deutlichen 
Unterschiede sichtbar, jedoch zeigten am Ende der Kultivierung fünf der acht Sublinien mit 
9-11 µg∙mL-1 eine höhere Konzentration als die Mutterlinie mit 6 µg∙mL-1. Die höchste Konz-
entration konnte bei den Sublinien GFD#5-21, GFD#5-30 und GFD#5-41 gemessen werden. 
Mit diesen drei Linien wurde eine erneute Kultivierung in einem Volumen von 200 ml 
durchgeführt und nach 72 h, 96 h, 120 h, 168 h und 240 h Proben zur Bestimmung des FW 
und der 2G12-Konzentration im Überstand entnommen. Die Kultivierung wurde in diesem 
Fall in MS-Medium durchgeführt, um auszuschließen, dass die Wachstumsunterschiede durch 
unterschiedlich gute Adaption von Mutterlinie und Sublinien auf die hohe Nitratkonzentration 
im MSN-Medium hervorgerufen wurden. Die 2G12-Konzentration wurde nicht mit ELISA 
sondern mittels OPR auf einem Protein A/ Protein L Chip bestimmt. Dadurch konnte 
zusätzlich die Konzentration der Einzelketten bestimmt und das Verhältnis von LC / HC 
ermittelt werden. Die Abbildung 3-4 zeigt die Ergebnisse der Analysen. 
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Abbildung 3-4 Vergleich der Sublinien GFD#5-21, GFD#5-30 und GFD#5-41 mit der Mutterlinie 
GFD#5. Dargestellt sind die Frischgewichte (A), die 2G12 Konzentration im Überstand (B) und im Zellextrakt 
(C) und das Verhältnis von LC/HC (D) zu verschiedenen Zeitpunkten. Die Konzentrationen des mAb 2G12 
wurden mittels Oberflächen Plasmon Resonanz (2.2.8) über einen Protein A und Protein L Chip bestimmt.  
Wie bei der vorhergehenden Kultivierung zeigte sich auch bei der Kultivierung in MS-
Medium ein geringeres Wachstum der Sublinien im Vergleich zur Mutterlinie. Alle vier 
Linien traten jedoch zur selben Zeit (~168 h) in die stationäre Phase ein. Da nicht nur 
geringere Wachstumsraten sondern auch deutlich geringere Ausbeuten an Biomasse erreicht 
wurden, kann dies auf einen generellen Unterschied im Metabolismus hindeuten. Wären nur 
die Wachstumsraten geringer, z. B. aufgrund unterschiedlicher Affinitäten zum Substrat, 
sollten die Linien später in die stationäre Phase eintreten, jedoch vergleichbare 
Frischgewichte am Ende der Kultivierung erreichen. Um dies zu bestätigen wären jedoch 
neue Versuche mit einer deutlich höheren Stichprobe nötig, die statistisch abgesicherte 
Ergebnisse liefert.  
Die höchste 2G12-Konzentration konnte bei allen Linien nach 168 h Kultivierung 
gemessen werden und nahm danach wieder ab. Der Abbau des Produktes während der 
stationären Phase war bei den Linien #5 (10% Abbau) und #5-21 (20% Abbau) wurde das 
geringer als bei den anderen beiden Linien #5-30 (40% Abbau) und #5-41 (33% Abbau). 
Generell wurde nur bei der Sublinie #5-21 eine höhere 2G12-Konzentration (1,7 µg∙mL-1) 
gemessen. Die anderen drei Linien zeigten eine vergleichbare max. Konzentration von 
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1-1,2 µg∙mL-1 bei 168 h. Bezüglich der Produktivität zeigten die Sublinien höhere Werte, was 
durch das geringere Zellwachstum zu erklären ist. Das Verhältnis von LC/HC zeigte bei 
keinem signifikante Unterschiede. Bei allen Linien wurde die leichte Kette im Überschuss in 
den Überstand sekretiert. 
Innerhalb der beiden Versuchsreihen wurden mit einem Faktor von 1,5-2 in der 2G12-
Konzentration geringe Unterschiede gemessen. Dies liegt im Bereich der natürlichen Varianz 
der Mutterkultur und der Analysemethoden und ist somit als nicht signifikant anzusehen. Eine 
deutlichere Veränderung konnte im Wachstumsverhalten der Sublinien gezeigt werden. Ob 
die Unterschiede statistisch signifikant sind, müsste allerdings durch weitere Versuche 
abgesichert werden. Abschließend ist zu sagen, dass es sich bei der Zelllinie GFD#5 um eine 
heterogene Linie handeln und durch eine erneute Selektion über Kallusgewebe eine 
Verbesserung der Expression und Produktivität erreicht werden konnte.  
3.1.3 Analyse der Transkript-Mengen der Zelllinien GFD#5, GFD#5-21 und 
GFERD#17 
Die sekretierenden Zelllinien (GFD#5, GFD#5-21) zeigten im Vergleich zu der Zelllinie 
mit ER-retardierten Produkt (GFERD#17) große Unterschiede bezüglich der 2G12-
Ausbeuten. Die Gesamtmengen an ER-retardiertem 2G12 war in der Regel ~ 10-15-mal höher 
als die sekretierte. Um zu untersuchen, ob sich diese Unterschiede schon auf Transkriptebene 
zeigen, sollte die relative mRNA-Menge der Antikörperketten, sowie die DsRed mRNA im 
Bezug zu zwei Tabak eigenen Referenzgenen, den Elongationsfaktor a (EF-1a, GenBanl: 
AF120093) und das ribosomale Protein L25 (GenBanl: L18908), bestimmt werden. Sollten 
die Transkriptmengen bei allen Linien vergleichbare Werte erreichen, könnte der Unterschied 
durch bessere Stabilität des 2G12 im ER oder Verluste während der Sekretion hervorgerufen 
werden. Sollten sich jedoch Unterschiede zeigen, könnte dies wiederrum ein Hinweis auf 
unterschiedlich aktive Integrationsorte der T-DNA sein.  
Alle drei Linien wurden in 100 ml MS-Medium kultiviert und nach 72 h, 96 h, 120 h, 
168 h und 240 h wurden Proben zur Bestimmung des FW und der 2G12-Konzentration 
entnommen. Zur Bestimmung der Transkriptmengen wurden ca. 0,3 g Zellen vakuumfiltriert 
und zur späteren mRNA-Extraktion bei -80°C gelagert.  
Die Abbildung 3-5 zeigt die Ergebnisse für das FW, die intra- und extrazelluläre 2G12-
Konzentration und die intrazelluläre DsRed-Konzentration.. 
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Abbildung 3-5  Wachstums- und Expressionsanalyse der Zelllinien GFD#5, GFD#5-21 und 
GFERD#17. Dargestellt sind die Frischgewichte (A), die 2G12 Konzentration im Überstand (B) gemessen 
mittels ELISA (2.2.7), die intrazelluläre 2G12 Konzentration (C) gemessen mittels OPR (2.2.8) und die 
intrazelluläre DsRed-Konzentration (D) zu unterschiedlichen Zeitpunkten.  
Vergleichbar zu den Ergebnissen aus Versuch 3.1.2 (Abbildung 3-4 A) zeigten die beiden 
sekretierenden Linien GFD#5 und GFD#5-21 Unterschiede im Frischgewicht 
(Abbildung 3-5 A). Die Linie GFD#5 erreichte ein maximales Frischgewicht von ~500 g∙L-1 
und die Linien GFD#5-21 und GFERD#17 von ~300 g∙L-1, was bei allen Kulturen einem 
normalen Wachstum entsprach. Ebenfalls repräsentative Werte wurden bei allen drei Kulturen 
für die DsRed-Konzentration bestimmt, in der sich die sekretierenden nicht von der ER-
retardierten Linie unterschieden (Abbildung 3-5 D). Bezüglich der 2G12-Konzentration 
zeigten jedoch nur die beiden Linien GFD#5 und GFERD#17 normale Werte. Auffällig war 
bei der Linie GFD#5-21, dass intrazellulärer 2G12 jedoch kein extrazellulärer 2G12 
nachgewiesen werden konnte. Die Messung für den intrazellulären 2G12 erfolgte über die 
OPR über einen Protein A Chip, der die Konzentration an der schweren Kette misst. Da die 
leichte Kette bisher immer im Überschuss vorlag, konnte man davon ausgehen, dass das 
Messsignal für die schwere Kette dem des assemblierten Antikörpers entsprach. Die 
extrazelluläre 2G12-Konzentration wurde über einen ELISA gemessen, der aufgrund des 
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Setup nur assemblierten Antikörper detektiert. Eine mögliche Erklärung, für intrazellulären 
2G12 bei gleichzeitigem Fehlen im Überstand, könnte sein, dass während dieser Kultivierung 
die leichte Kette nicht exprimiert wurde und die Annahme, dass das Protein A Signal der 
schweren Kette den assemblierten Antikörper repräsentiert, in diesem Fall dementsprechend 
falsch war. 
Daher wurden von allen Proben die m-RNA-Mengen für die HC, LC und DsRed bestimmt. 
Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-6 zusammengestellt.  
 
Abbildung 3-6 Analyse der mRNA-Levels über die Kultivierungszeit. Dargestellt sind die rel. mRNA 
Mengen für die HC (A), die LC (B) und DsRed (C) über den Kultivierungszeitraum der drei Zelllinien 
GFD#5-21 (3.1.2), GFD#5 und GFERD#17 (2.1.3). Die relativen mRNA-Mengen wurden mittels qPCR 
bestimmt (2.2.19). 
Bei den Transkripten für DsRed (Abbildung 3-6 C) waren die Werte für die GFD#5 und 
GFERD#17 vergleichbar, die für GFD#5-21 jedoch eindeutig höher. Das kann dadurch erklärt 
werden das GFD#5-21 eine Sublinie der GFD#5 Line ist und bei der Generierung einmal 
mehr auf hohe DsRed-Fluoreszenz selektiert wurde (3.1.2). Bezüglich der rel. 
Transkriptmengen für die schwere und leichte Kette zeigte die ER-retardierte Linie die 
höchsten Werte. Vergleicht man die Werte der schweren Kette (Abbildung 3-6 A) der Linie 
GFERD#17 mit den anderen beiden, liegen die Unterschiede etwa in der Größenordnung, die 
auch bei der 2G12-Konzentration festgestellt wurde (GFD#5: 5-13x weniger; GFD#5-21: 2-
14x weniger). Bei der LC (Abbildung 3-6 B) zeigt sich das selbe Bild, auch hier liegen die 
Werte der GFERD#17-Kultur 6-15x höher als die der GFD#5. Deutlich wird auch, dass bei 
der Linie GFD#5-21 kaum bis keine Transkriptmengen für die leichte Kette gemessen werden 
konnten. Die Werte sind etwa 100x geringer als die der GFD#5 Kultur.  
Eine möglicher Erklärung dafür, dass die Kultur keine Expression des Gens für die leichte 
Kette mehr zeigt, könnte eine epigenetische Veränderung als Antwort auf einen Stressimpuls 
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sein. Bedingt durch einen Stromausfall kam es einige Wochen vor dem Versuch zu einem 
Ausfall des Schüttlers über die ersten drei Kultivierungstage der GFD#5-21 Linie. Da die 
Kultur aber dennoch Wachstum zeigte, wurde zunächst nicht davon ausgegangen, dass der 
Ausfall des Schüttlers ein Problem darstellte.  
3.1.3.1 Untersuchung einer epigenetische Veränderung der Zelllinie GFD#5-21 
Eine mögliche epigenetische Veränderung könnte die Methylierung des Promotors der 
leichten Kette sein. Um dies untersuchen zu können wurden die Zellen mit Aza-Cytidin 
behandelt. Aza-Cytidin ist ein Analogon des Nukleosid Cytidin, kann anstelle dessen in die 
DNA eingebaut, jedoch nicht methyliert werden, wodurch eine Promotor-Methylierung 
wieder aufgehoben wird. Um den Einbau der Substanz in die DNA zu erhöhen wurde das 
Aza-Cytidin den Kulturen während der exponentiellen Wachstumsphase zugegeben. Wegen 
möglicher Toxizität des Aza-Cytidins wurden Versuche mit verschieden Konzentrationen 
durchgeführt. Im ersten Versuch wurde ein Konzentrationsbereich von 0,1-20 µM gewählt. 
Die Zugabe erfolgte nach fünf Tagen Kultivierung. Proben zur Analyse der 2G12-
Konzentration im Zellextrakt und Überstand mittels Westernblot wurden nach weiteren zwei 
und fünf Tagen Inkubation genommen. Zur Kontrolle wurde ein Kolben ohne Behandlung mit 
Aza-Cytidin mitgeführt. Da das Aza-Cytidin in DMSO gelöst wurde, und DMSO auch einen 
toxischen Effekt auf die Zellen haben konnte, wurde dem Kontrollkolben dieselbe Menge an 
DMSO ohne Aza-Cytidin zugegeben. 
 
Abbildung 3-7 Westernblotanalyse der Zellextrakte der Linie GFD#5 nach Behandlung mit Aza-Cytidin 
(2.2.6). Dargestellt sind die 2G12-Konzentrationen 2 Tage (A) und 5 Tage (B) nach der Behandlung mit unter-
schiedlichen Aza-Cytidin-Konzentrationen. 1: 0,1 µM Aza-Cytidin; 2: 0,5 µM Aza-Cytidin; 3: 1 µM Aza-
Cytidin; 4: 2 µM Aza-Cytidin; 5: 5 µM Aza-Cytidin; 6: 10 µM Aza-Cytidin; 7: 20 µM Aza-Cytidin; K-1: 
Kontrolle vor Behandlung mit Aza-Cytidin; K-2: Kontrolle zum Zeitpunkt 2 Tage nach Behandlung; K-3: 
Kontrolle zum Zeitpunkt 5 Tage nach Behandlung; PM: Proteinmarker Fermentas PageRuler;  HC;  LC; * 
LC nach Behandlung wieder nachweisbar Die Visualisierung erfolgte durch immunologischen Nachweis mit 
einen -HC-Antikörper und einem -LC-Antikörper jeweils mit Alkalischer Phosphatase gelabelt (2.1.4) und 
dem Substrat NBT/BCIP (2.2.6). 
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Alle Kulturen zeigten ein vergleichbares Wachstum (Daten nicht gezeigt). In der 
Abbildung 3-7 sind die Ergebnisse der Westernblotanalyse der Zellextrakte gezeigt. Bereits 
nach 2 Tagen Inkubation mit Aza-Cytidin konnte bei den Konzentration 5, 10 und 20 µM 
(Abbildung 3-7 A Spur 5, 6 und 7) die leichte Kette im Zellextrakt nachgewiesen werden. 
Eine weitere Signalzunahme für die leichte Kette bei den Konzentrationen 5, 10 und 20 µM 
konnte nach fünf Tagen Inkubation gemessen werden (Abbildung 3-7 B Spur 5, 6 und 7). Bei 
der Konzentration von 2 µM konnte nach fünf Tagen erstmalig ein sehr niedriges Signal 
gezeigt werden, während bei den Proben des Kontrollkolbens bei keiner Probe ein Signal für 
die leichte Kette messbar war (Abbildung 3-7 A/B Spur K-1, K-2 und K-3). Auf dem 
Western-blot sind zwischen den Banden der schweren und leichten Kette auch noch Banden 
von Degradationsprodukten der schweren Kette zu sehen (30-40 kDa).  
 
Abbildung 3-8 Westernblotanlyse der Überstände der Linie GFD#5 nach Behandlung mit Aza-
Cytidin (2.2.6). Dargestellt sind die 2G12-Konzentrationen 2 Tage (A) und 5 Tage (B) nach der Behandlung mit 
unterschiedlichen Aza-Cytidin-Konzentrationen. 1: 0,1 µM Aza-Cytidin; 2: 0,5 µM Aza-Cytidin; 3: 1 µM Aza-
Cytidin; 4: 2 µM Aza-Cytidin; 5: 5 µM Aza-Cytidin; 6: 10 µM Aza-Cytidin; 7: 20 µM Aza-Cytidin; K-1: 
Kontrolle vor Behandlung mit Aza-Cytidin; K-2: Kontrolle zum Zeitpunkt 2 Tage nach Behandlung; K-3: 
Kontrolle zum Zeitpunkt 5 Tage nach Behandlung; PM: Proteinmarker (Fermentas PageRuler);  HC;  LC; 
* LC nach Behandlung wieder nachweisbar. Die Visualisierung erfolgte durch immunologischen Nachweis mit 
einen -HC-Antikörper und einem -LC-Antikörper jeweils mit Alkalischer Phosphatase gelabelt (2.1.4) und 
dem Substrat NBT/BCIP (2.2.6). 
In der Abbildung 3-8 sind die Ergebnisse für die Westernblotanalyse der Kulturüberstände 
gezeigt. Nach zwei Tagen Inkubation konnte nur sehr schwache Signale bei den 
Konzentrationen von 10 und 20 µM Aza-Cytidin nachgewiesen werden. Deutlicher wurde die 
Zunahme nach fünf Tagen. Hier konnten gute Signalstärken bei den Konzentrationen von 5, 
10 und 20 µM Aza-Cytidin gemessen werden, jedoch nur sehr geringe für die schwere Kette. 
Bei den Proben des Kontrollkolbens konnte weder für die schwere noch für die leichte Kette 
ein Signal gemessen werden. Eine mögliche Erklärung dafür könnte sein, dass die schwere 
Kette nur in Form des vollständig assemblierten Antikörpers gut sekretiert werden kann, die 
leichte hingegen auch als freie Kette in den Überstand gelangt. In einem weiteren Versuch 
wurden noch höhere Konzentration des Aza-Cytidin (20, 50, 100 und 200 µM) untersucht, da 
sich bis 20 µM noch kein negativer Einfluss auf das Wachstums der Kulturen gezeigt hatte. 
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Die Kultivierung der Zellen wurde im gleichen Volumen und gleichen Medium durchgeführt, 
die Behandlung mit Aza-Cytidin erfolge erneut nach 5 Tagen Inkubation. Bei 
Konzentrationen von 100 und 200 µM konnte nach der Behandlung ein leicht verringertes 
Zellwachstum von 10-20% gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Erneut wurden nach zwei 
und fünf Tagen Inkubation Proben für die Western-blot Analyse genommen. Die Ergebnisse 
sind in Abbildung 3-9 zusammengefasst.  
 
Abbildung 3-9 Westernblotanlyse des Überstands und Zellextraktes der Linie GFD#5 nach Behandlung 
mit Aza-Cytidin (2.2.6). Dargestellt sind die 2G12-Konzentrationen im Zellextrakt (A) und Überstand (B) nach 
der Behandlung mit unterschiedlichen Aza-Cytidin-Konzentrationen. 1: 20 µM Aza-Cytidin 2 Tage nach der Be-
handlung; 2: 50 µM Aza-Cytidin 2 Tage nach der Behandlung; 3: 100 µM Aza-Cytidin 2 Tage nach der Behand-
lung; 4: 200 µM Aza-Cytidin 2 Tage nach der Behandlung; 5:20 µM Aza-Cytidin 5 Tage nach der Behandlung; 
6: 50 µM Aza-Cytidin 5 Tage nach der Behandlung; 7: 100 µM Aza-Cytidin 5 Tage nach der Behandlung; 8: 
200 µM Aza-Cytidin 5 Tage nach der Behandlung; K-1: Kontrolle vor Behandlung mit Aza-Cytidin; K-2: Kon-
trolle zum Zeitpunkt 2 Tage nach Behandlung; K-3: Kontrolle zum Zeitpunkt 5 Tage nach Behandlung; PM: 
Proteinmarker (Fermentas PageRuler);  HC;  LC. Die Visualisierung erfolgte durch immunologischen 
Nachweis mit einen -HC-Antikörper und einem -LC-Antikörper jeweils mit Alkalischer Phosphatase gelabelt 
(2.1.4) und dem Substrat NBT/BCIP (2.2.6). 
In der Abbildung 3-9 A sind die Ergebnisse der Westernblots der Zellextrakte nach zwei 
und fünf Tagen Behandlung mit Aza-Cytidin zu sehen. Hier konnte bei allen eingesetzten 
Konzentrationen erst nach 5 Tagen wieder leichte Kette nachgewiesen werden. Die stärksten 
Signale waren bei den Konzentrationen 50 und 100 µM zu sehen, wobei sie sich nicht 
signifikant von den andern beiden unterschieden. Die Proben der Zellextrakte des 
Kontrollkolbens zeigte vor Beginn der Behandlung eine intensive Bande für die schwere 
Kette, die über die Kultivierungsdauer immer weiter abnahm bis am Ende der Kultivierung 
nur noch HC-Degradationsprodukte auf der Höhe von ~40 kDa zu sehen waren. Über die 
gesamte Kultivierung konnte bei dem Kontrollkolben keine leichte Kette nachgewiesen 
werden. In der Abbildung 3-9 B sind die Ergebnisse der Überstände zu sehen. Hierbei sind 
ausschließlich bei den mit Aza-Cytidin behandelten Kolben nach 5 Tagen Inkubation Banden 
für die schwere und leichte Kette zu sehen. Bei dem Kontrollkolben und den behandelten 
Proben nach 2 Tagen ist kein Antikörper nachweisbar. Auch diese Ergebnisse deuten 
daraufhin, dass die HC alleine nicht in den Überstand sekretiert wird.  
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Anhand all der Ergebnisse konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass es zu einer 
Promotormethylierung der leichten Kette kam, die durch eine Behandlung mit Aza-Cytidin 
jedoch wieder rückgängig gemacht werden konnte.  
3.2 Medienentwicklung 
3.2.1 Medienscreening zur Identifizierung kritischer Komponenten 
Es gibt eine so große Anzahl an möglichen Medienkomponenten, die einen Einfluss auf die 
Produktion von rekombinanten Proteinen haben können. Um mögliche Medienkomponenten 
zu identifizieren und somit ihrer Anzahl auch einzuschränken wurden Kultivierungen der 
Zelllinie GFD#5 in 14 verschiedenen definierte Pflanzenmedien durchgeführt, und 
hinsichtlich des Wachstums und der 2G12-Konzentrationen im Überstand analysiert und 
miteinander verglichen. Als Referenzmedium galt das MS-Medium und das schon optimiert 
MSN-Medium (Holland et al. 2010). Für die 14 zu untersuchenden Medien wurden die 
Fertigsalze der Firma Duchefa eingesetzt. Die Auswahl wurde aufgrund einer 
unterschiedlichen Zusammensetzung der Mikro- und Makroelemente im Gegensatz zum MS-
Medium getroffen. Eine Übersicht der Medienzusammensetztung ist im Anhang zu finden 
(Tabelle 8-1 und Tabelle 8-2). Für jedes Medium wurde je ein 100 ml Erlenmeyerkolben mit 
22,5 ml befüllt und mit 2,5 ml einer 7 Tage alten Suspensionskultur inokuliert. Nach einer 
Inkubation von 5, 7 und 10 Tagen wurde jeweils eine Probe entnommen, das Frischgewicht 
bestimmt und die 2G12-Konzentration im Überstand mittels Westernblot analysiert.  
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Abbildung 3-10 Vergleich der Frischgewichte und der extrazellulären 2G12-Konzentration A: 
Dargestellt sind die Frischgewichte der Kulturen nach 120 h, 168 h und 240 h Kultivierung in den verschiedenen 
Medien (2.1.2, 2.2.2). B-D: Dargestellt sind die Ergebnisse der Westernblotanalyse der Überstände zu den 
unterschiedlichen Probenzeitpunkten (B:120 h, C:168 h D: 240 h) (2.2.6). Das Volumen der Proben betrug je 
20µL, der Standard wurde in einer Konzentration von 200 ng aufgetragen. Die Visualisierung erfolgte durch 
immunologischen Nachweis mit einen -HC-Antikörper und einem -LC-Antikörper jeweils mit Alkalischer 
Phosphatase gelabelt (2.1.4) und dem Substrat NBT/BCIP (2.2.6). Die Banden für die Schwere Kette sind mit 
einem blauen und die Banden für die leichte Kette mit einem roten Pfeil makiert 1: Gamborg B5 2: Chee and 
Pool 3: Eriksson 4: Heller 5: Knudson C 6: Lindemann Orchid 7: McCown Woody 8: MS-MES 9: MS-Salm 
Modi 10: Quoirin & Lepoivre 11: Rugini Olive 12: S-Medium 13: Vacin & Went 14: White Medium 15: MS-
Medium 16: MSN-Medium. 
Die Abbildung 3-10 zeigt das Frischgewicht nach 120 h, 168 h und 240 h Kultivierung und 
die Westernblotanaylse der Überstände. Keine der Kulturen in den neuen Medien erreichte ein 
vergleichbares Frischgewicht wie die Kultur in MS-Medium. Kein oder nur sehr geringes 
Wachstum und nahezu keine 2G12-Produktion zeigten die Kulturen in den Medien Heller (4), 
Knudson C (5), Lindemann Orchid (6) und White (14). Relativ gutes Wachstum jedoch auch 
nur eine sehr geringe 2G12-Produktion wurde in den Medien McCown Woddy (7), 
MS-MES (8), S-Medium (12) und Vacin&Went (13) festgestellt. Diese sieben Medien 
wurden somit als ungeeignet für die Kultivierung von BY-2 und die Produktion 
rekombinanter Proteine angesehen. 
Bezüglich der Mikroelemente können anhand dieser sieben Medien schon eindeutig Trends 
abgelesen werden. Bei sieben der insgesamt 16 getesteten Medien wurde eine andere 
Eisenquelle als FeNaEDTA eingesetzt, alle sieben gehörten zu den oben genannten 
ungeeigneten Medien. In drei Medien kamen die Nährstoffe AlCl3 und NiCl3 vor (4, 6 und 
12). Alle diese Medien gehörten zu der Gruppe der Ungeeigneten. In Tabelle 3-2 ist die 
Häufigkeit, mit der ein einzelnes Mikroelement des MS-Mediums nicht in einem der 16 
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Medien enthalten war, verglichen mit der Anzahl der ungeeigneten Medien, in denen dieses 
eine Element nicht vorkam, zusammengefasst. 
Tabelle 3-2 Vergleich der Mikroelemente aller 17 Medien  
Mikroelement Anzahl der Medien 
ohne dieses 
Mikroelement 
Anzahl der ungeeigneten 
Medien ohne dieses 
Mikroelement 
Prozentualer Anteil der 
ungeeigneten Medien 
CoCl2 6H2O 6 von 16 5 83% 
CuSO4 5H2O 3 von 16 3 100% 
H3BO3 2 von 16 2 100% 
KI 5 von 16 3 60% 
Na2MoO4∙H2O 5 von 16 4 80% 
ZnSO4∙7H2O 2 von 16 2 100% 
 
Schon durch das Fehlen eines einzelnen Mikroelements konnte ein negativer Trend auf das 
Wachstum und die Produktion festgestellt werden. Ebenfalls war auffällig dass die BY-2 
Zellkulturen empfindlich auf eine Änderung der Eisenquelle und auf die Anwesenheit von 
AlCl3, NICl3 und MES reagierten. Diese Ergebnisse zeigten deutlich, dass die BY-2 Kulturen 
empfindlich auf eine Änderung der Zusammensetzung der Mikroelemente reagierten und die 
Zusammensetzung des MS-Medium wahrscheinlich am besten geeignet war. Daher wurde im 
Weiteren auf eine Optimierung der Mikroelemente verzichtet und der Hauptfokus der 
Medienentwicklung auf den Bereich der Makroelemente gelegt.  
Eine vergleichende Betrachtung der Makroelemente wurde ebenfalls für alle 16 Medien 
durchgeführt. Hierbei wurde auf die Komponenten geachtet die nur selten vorkamen, die 
Anzahl bei allen Medien und bei den ungeeigneten bestimmt und in der Tabelle 3-3 
zusammengefasst.  
Tabelle 3-3 Vergleich der Makroelemente aller 17 Medien  
Makroelement Anzahl der Medien 
mit diesem 
Makroelement 
Anzahl der 
ungeeigneten Medien 
mit diesem 
Makroelement 
Prozentualer Anteil der 
ungeeigneten Medien 
Ca(NO3)2 6 von 16 3 50% 
Ca3(PO4) 1 von 16 1 100% 
NaH2PO4 3 von 16 2 66,7% 
NaNO3 1 von 16 1 100% 
(NH4)2SO4 3 von 16 2 66,7% 
K2SO4 1 1 100% 
KCl 5 4 80% 
MES 2 2 100% 
 
Die sieben Komponenten die zu über 60% (Ca3(PO4), K2SO4, NaNO3, (NH4)2SO4, K2SO4; 
KCl, MES) nur in den ungeeigneten Medien vorkamen, wurden für die Untersuchung in 
einem DoE-Plan nicht weiter beachtet. Die sechs Medien mit einer guten 2G12-Expression 
(Gamborgs B5 (1), Chee & Pool (2), Erikkson (3), MS-Salm Modi (9), Quoirin & Lepoivre 
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(10) und Rugini Olive (11)) konnten bezüglich des Wachstums in zwei Gruppen aufgeteilt 
werden. Die Medien 2, 3, und 9 zeigen nach 168 h ein mit MS-Medium vergleichbares 
Frischgewicht, wohingegen die Medien 1, 10 und 11 etwa nur die Hälfte des Frischgewichtes 
erreichten. Nach 240 h Kultivierung zeigten die Medien 1,10 und 11 noch eine Zunahme an 
Frischgewicht, die Medien 2 und 3 zeigten einen Rückgang und beim Medium 9 stagnierte es. 
Bezüglich der 2G12-Konzentration traten bei allen sechs Medien ein Maximum an 2G12 im 
Überstand nach 168 h auf. Nach weiteren 72 h Kultivierung konnte eine vergleichbare 
Signalintensität der Banden für die schwere und leichte Kette des Antikörpers bei dem 
Medium 1 nachgewiesen werden und beim Medium 10 nahm die Intensität wieder ab. Bei 
dem Medium 11 konnte nach 240 h Kultivierung nur noch ein starkes Signal für die leichte 
Kette und kein Signal für die schwere Kette detektiert werde. Bei den Medien 2, 3, und 9 war 
fast kein 2G12 mehr im Überstand nachweisbar.  
In Tabelle 3-4 sind die Zusammensetzungen der nach dieser Selektion verbleibenden 6 
Medien dargestellt. Anhand dessen waren neun Faktoren für einen statistischen Versuchsplan 
denkbar. Die Makroelemente NaH2PO4, (NH4)2SO4 und KCl konnten bei der Betrachtung der 
Makroelemente ausgeschlossen werden (Tabelle 3-3). Somit blieben 6 zu beachtenden 
Parameter übrig. Diese Faktoren wurden in einem anschließenden vollfaktoriellen Design 
untersucht. 
Tabelle 3-4  Übersicht Makroelemente verbleibender Medien 
Medium CaCl2 Ca(NO3)2 KH2PO4 NaH2PO4 KNO3 NH4NO3 (NH4)2SO4 MgSO4 KCl 
 mM mM mM mM mM mM mM mM mM 
1 1,02     1,09 24,73   1,01 1,01   
2  2,99 1,25  18,79 20,61  1,5  
3 2,99   2,5   18,79 14,99   1,5   
9 2,99   1,25   18,79 20,61   1,5   
10   3,53 1,99   17,82 5   1,46   
11 2,99 2,54 2,5   10,88 5,15   6,09 6,71 
16 2,99   2,7   118,79 20,61   1,5   
3.2.2 Vollfaktorieller Versuchsplan der Makroelemente 
Das Ziel dieses Versuchs war es die Makroelemente und möglichen Wechselwirkungen 
dieser Elemente zu identifizieren, die einen signifikanten Einfluss auf die Zielgrößen 
ausübten. Dafür wurden die in 3.2.1 ermittelten Faktoren in einem vollfaktoriellen 
Versuchsplan untersucht. Zur Orientierung für die Faktorstufeneinstellungen wurde die 
Tabelle 3-4 zur Hilfe genommen. Der einsetzbare Konzentrationsbereich von Medien-
komponenten ist häufig nicht linear, d.h. nicht unendlich weiterführbar. So könnten zu 
geringe Konzentrationen zu einer Limitation und zu hohe Konzentrationen zu einer 
3 Ergebnisse und Diskussion   
- 49 - 
Inhibierung führen. Dieses Verhalten kann ein Hinweis sein, dass im Bezug auf 
Konzentrationen generell sogenannte „quadratische“ Effekte vorliegen können. Insgesamt 
sollten sechs Faktoren untersucht werden. Da noch nicht bekannt war, ob alle Faktoren 
signifikant waren, wäre trotz der Vermutung von quadratischen Effekten die Durchführung 
eines Response-Surface-Designs nicht zielführend gewesen. Um erstmals die Faktoren zu 
identifizieren, die signifikanten Einfluss auf die Zielgrößen hatten, wurde ein 2
k
-Plan 
durchgeführt. Bei sechs Faktoren ergab dies eine Anzahl von 64 Versuchen. Um 
Anhaltspunkte über quadratische Effekte zu erhalten wurden zusätzliche Versuche im 
Zentrumspunkt durchgeführt. Ein Einzelexperiment stand für eine Kultivierung in dem für 
dieses Experiment definierten Medium. Aufgrund der noch hohen Anzahl an 
Einzelexperimenten wurde der Versuchsplan in zwei Blöcken durchgeführt. Je Block wurden 
32 Experimente und je 3 Zentrumspunkte durchgeführt. Die Erstellung, Randomisierung, und 
Analyse wurde mit der Software Design-Expert 8 durchgeführt. In der Tabelle 3-5 sind die 
Einstellungen der Faktoren dargestellt.  
Tabelle 3-5 Übersicht über den Vollfaktorieller Versuchsplan der Makroelemente 
Faktor Name Einheit Minimum 
(-1) 
Zentrumspunkt 
(0) 
Maximum 
(+1) 
A CaCl2 mM 1 3 5 
B Ca(NO3)2 mM 1 3 5 
C KH2PO4 mM 1 3 5 
D KNO3 mM 20 60 100 
E NH4NO3 mM 5 12,5 20 
F MgSO4 mM 1 5,5 10 
 
Die zu optimierende Zielgröße war hauptsächlich die 2G12-Konzentration im Medium. 
Zur besseren Beurteilung des Gesamtsystems wurde auch das Wachstum und die Gesamt-
proteinkonzentration in den Zellen und im Medium in die Betrachtung mit einbezogen. Das 
Experiment wurde mit der sekretierenden Zelllinie GFD#5 durchgeführt. Zur besseren 
Beurteilung der Effekte auf die Produktion von intrazellulären transgenen Proteinen wurde 
nicht nur die 2G12-Konzentration, sondern auch die DsRed-Konzentration in der Zelle 
bestimmt und analysiert. In der Tabelle 3-6 sind die Faktoren, die auf die jeweiligen 
Zielgrößen Einfluss nehmen, dargestellt. Es wurde zwischen positiven und negativen Effekten 
unterschieden.  
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Tabelle 3-6 Zusammenfassung der Ergebnisse des Versuches 3.2.2.  
Zielgröße Einflussnehmende Faktoren Krümmung 
 Positiver Einfluss Negativer Einfluss  
FW C, CD -D signifikant 
2G12CE D -C , -CD signifikant 
2G12SN C, D, F, CD -E, -CE, -DE, -CDE nicht signifikant 
DsRedCE D -C nicht signifikant 
TSPCE Keine eindeutigen Effekte 
TSPSN Keine eindeutigen Effekte 
 
Von den sechs Faktoren konnten die beiden Faktoren A (CaCl2) und B (Ca(NO3)2) 
eindeutig ausgeschlossen werden. Sie nahmen auf keine der untersuchten Zielgrößen einen 
Einfluss. Für das Frischgewicht wurden die Faktoren C (KH2PO4), D (KNO3) und die 
Wechselwirkung der beiden als signifikant ermittelt. Der Faktor D zeigte einen negativen 
Einfluss auf das Frischgewicht. Bei steigender Konzentration an D nahm das Frischgewicht 
somit signifikant ab. In der Tabelle 3-7 sind die F- und p-Werte der jeweiligen Faktoren 
zusammengefasst. Die p-Werte der drei Faktoren sind alle kleiner als 0,05. Somit haben die 
drei Effekte eindeutig einen Einfluss auf das Frischgewicht. Anhand der F-Werte wird 
deutlich, dass der Hauptteil des Effektes durch den Faktor D beeinflusst wird. Der F-Wert von 
D ist 10x größer als der von C und 20-mal als der von CD. Der Faktor C hatte eine positive 
Auswirkung auf das Frischgewicht. Der Faktor C war die einzige P-Quelle die im Medium 
vorlag und somit eindeutig für ein Zellwachstum von Nöten. Dass ein positiver Effekt erfasst 
wurde, bedeutet, dass die gewählten Konzentrationen der P-Quelle in einem nicht-
inhibitorischen Bereich waren und evtl. noch weiter gesteigert werden können. Für die 
intrazellulare 2G12-Konzentration wurden dieselben Faktoren wie für das Frischgewicht, 
jedoch mit umgekehrten Vorzeichen, als signifikant ermittelt. Bei allen dreien konnten 
vergleichbare F-Werte ermittelt werden.  
Die extrazelluläre 2G12-Konzentration wurde von deutlich mehr Faktoren beeinflusst. Im 
Gegensatz zu den anderen beiden Zielgrößen waren hier neben den Faktoren C und D auch 
die Faktoren E (NH4NO3) und F (MgSO4) signifikant. Zusätzlich traten auch noch mehr 
2-Fach Wechselwirkung und sogar eine 3-Fach Wechselwirkung auf. Der Faktor E selber hat 
einen p-Wert von 0,1664 und war somit nicht signifikant, allerdings waren zwei 2-fach WW 
und die 3-fach Wechselwirkung mit diesem Faktor signifikant, daher wurde er aus 
hierarchischen Gründen mit ausgewählt. Um ein Model zur Berechnung der Zielgröße 
aufzustellen in dem z. B. eine 2fach-Wechselwirkung signifikant ist, die enthaltenen 
Einzelfaktoren jedoch nicht, werden diese dennoch mit ins Modell aufgenommen, um eine 
korrekte Berechnung der Wechselwirkung durchzuführen. Auch hier ist jedoch der Faktor D, 
der, der den höchsten Einfluss auswirkt (F-Wert 74,7). Bezüglich der 
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Gesamtproteinkonzentration (TSP) konnte weder im Zellextrakt noch im Überstand ein 
signifikanter Einfluss ermittelt werden.  
Tabelle 3-7  Zusammenfassung der F- und p-Werte der signifikanten Faktoren 
 Frischgewicht 2G12CE 2G12SN DsRedCE 
Faktor F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert 
C 9,1 0,0036 19,7 < 0,0001 25,6 < 0,0001 17,1 0,0001 
D 114,4 < 0,0001 74,7 < 0,0001 32,5 < 0,0001 59,2 <0,0001 
E -- -- 2,0 0,1664 -- -- -- -- 
F -- -- 10,4 0,0021 -- -- -- -- 
CD 4,5 0,0388 12,6 0,0008 20,5 < 0,0001 -- -- 
CE -- -- 14,3 0,004 -- -- -- -- 
DE -- -- 16,9 0,001 -- -- -- -- 
CDE -- -- 7, 8 0,0068 -- -- -- -- 
 
Durch das gewählte vollfaktorielle 2
k
-Design könnten insgesamt 63 verschiedene Effekte 
berechnet werden. Es waren jedoch nur vier Hauptfaktoren, drei 2-fach Wechselwirkung und 
eine 3-fach Wechselwirkung signifikant, also nur acht der möglichen 63 Effekte zeigen einen 
Einfluss auf das System. Da nur eine sehr geringe Anzahl an Faktoren hier signifikant waren, 
wurde auf die Erstellung eines Modell aufgrund dieses Screeningplans verzichtet und 
stattdessen eine Response-Surface-Versuchplan zur genaueren Untersuchung der 
signifikanten Faktoren durchgeführt.  
3.2.3  Response Surface-Versuchsplan der Makroelemente  
Im Versuch 3.2.2 wurden die Makroelemente KH2PO4, KNO3 und MgSO4 als Parameter 
mit signifikantem Einfluss auf das Wachstum und die Proteinproduktion identifiziert. Da 
beim Wachstum und bei der intrazellulären 2G12 Konzentration eine signifikanten 
Krümmung ermittelt wurde (Tabelle 3-6), was auf einen quadratischer Effekt hindeutet, 
wurde zur genaueren Untersuchung und zur Modelbildung in diesem Versuch ein Response-
Surface-Versuchsplan in Form eines Central Composite Design (CCD) durchgeführt. In 
diesem Versuch wurden die Komponenten CaCl2 und Ca(NO3)2 nicht weiter untersucht, da sie 
keinen Einfluss auf die Zielgrößen hatten. Ebenso wurde die Komponente NH4NO3 nicht 
weiter betrachtet auch wenn einige WW mit NH4NO3 Einfluss zeigten. Dies Entscheidung 
begründete sich hauptsächlich damit, dass es sich hierbei neben KNO3 um eine weitere 
Stickstoffquelle handelte und der Haupteffekt des Stickstoffes durch die Komponente KNO3 
abgedeckt wird. Auf die Komponenten CaCl2 und NH4NO3 konnte jedoch nicht gänzlich 
verzichtet werden, da es sich dabei um die einzige NH4
+
- bzw. hauptsächliche Ca
2+
- und Cl
-
-
Quelle handelte. Beide Komponenten wurden bei allen neuen Medien des RSM-Plans in einer 
Konzentration von 5 mM eingesetzt. In dem RSM-Plan wurden die Makroelemente KH2PO4, 
3 Ergebnisse und Diskussion   
- 52 - 
KNO3 und MgSO4 variiert und zusätzlich die C-Quelle (Saccharose) mit ins Design 
aufgenommen und untersucht. Die gewählten Konzentrationen sind in Tabelle 3-8 
zusammengefasst. 
Tabelle 3-8 Übersicht über den RSM-Plan der Makroelemente 
Faktor 
 
Name Einheit Sternpunkt 
 (-alpha) 
Minimum 
(-1) 
Zentrumspunkt 
(0) 
Maximum 
(+1) 
Sternpunkt 
 (+alpha) 
A  KNO3 mM 20 50 100 150 180 
B  KH2PO4 mM 0 0,5 5,25 10 13 
C  MgSO4 mM 2 5 10 15 18 
D  Saccharose g∙L-1 10 15 22,5 30 35 
 
Aus diesem Versuchsplan resultierte eine Anzahl von insgesamt 28 Einzelversuchen. Auch 
bei diesem Versuch wurde das Biomasse (PCV), die extra- (2G12SN) und intrazelluläre 2G12-
Konzentration (2G12CE), die extra- (TSPSN) und intrazellulär (TSPCE) Gesamtproteinkonz-
entration und die DsRed-Konzentration (DsRedCE) bestimmt. In der Abbildung 3-11 sind die 
Ergebnisse aller sechs untersuchten Responses in Form eines Box-Diagrammes gezeigt. Mit 
einem Box-Diagrammes kann die Häufigkeitsverteilung der Daten dargestellt werden. Dies 
hilft einen schnellen Eindruck über den Bereich und die Verteilung der Datenpunkte zu 
gewinnen. Bei der hier gewählten Darstellung sind jeweils im unteren Teil des Diagramms die 
Einzelwerte in ihrer Verteilung gezeigt, wobei die X-Achse für Werte der Responses steht. Im 
oberen Teil sind die jeweiligen eigentlichen Box-Diagramme gezeigt. Die Box selber 
entspricht dabei dem Bereich, in dem die mittleren 50% der Datenpunkte liegen. Bis zur 
rechten Grenze der Box (oberes Quartil) liegen 75% aller Datenpunkte, bis zur linken Grenze 
(unteres Quartil) 25% aller Datenpunkte, die Länge der Box entspricht dem 
Interquartilsabstand (IQA) und ist ein Maß für die Streuung. Die Linie in der Mitte der Box 
steht für den Median. Der Median teilt das Diagramm in zwei Hälften, in dem jeweils 50% 
der Daten liegen. Er ist ein Maß für die Schiefe der Verteilung, das arithmetische Mittel ist in 
Form der rote Raute dargestellt. Wenn sich der Median stark vom arithmetischen Mittel 
unterscheidet liegt eine schiefe Datenverteilung vor. Die Linien die zu beiden Seiten aus der 
Box hinausgehen werden Antennen genannt. Bei der Definition der Antennen können 
mehrere Varianten ausgewählt werden, hier wurden die Definition nach John Wilder Tukey, 
die die Antennen so definiert, dass sie 1,5 IQA entsprechen, gewählt. Dabei sind die 
Antennen nicht immer auf exakt 1,5 IQA lang, sondern enden an dem letzten Punkt der noch 
innerhalb dieser Grenzen liegt. Dies kann zu unterschiedlich langen Antennen führen. Alle 
Datenpunkte die außerhalb der Antennen liegen können als Extremwerte angesehen werden.  
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Abbildung 3-11 Box-Diagramm der untersuchten Responses des RSM-Plans. A: Box-Diagramm und 
Datenverteilung des PCV (2.2.2); B: Box-Diagramm und Datenverteilung der DsRed-Konzentration (2.2.9); C: 
Box-Diagramm und Datenverteilung des extrazellulären 2G12-Konzentration; D: Box-Diagramm und 
Datenverteilung der intrazellulären 2G12-Konzentration. Die extra- und intrazelluläre 2G12-Konzentration 
wurde mit Hilfe der Oberflächen Plasmon Resonanz (2.2.8) bestimmt. E: Box-Diagramm und Datenverteilung 
der extrazellulären Gesamtprotein-Konzentration; F: Box-Diagramm und Datenverteilung der intrazellulären 
Gesamtprotein-Konzentration. Die extra- und intrazelluläre Gesamtproteinkonzentrattion wurde mit Hilfe einer 
Bradfordmessung bestimmt (2.2.10).  
Bei den in Abbildung 3-11 gezeigten Box-Diagrammen sind die Datenverteilungen der 
einzelnen Responses gezeigt. Der Bereich in dem die Datenpunkte liegen ist bei den 
Messgrößen mehr oder weniger weit verteilt. Ein Maß für die Spannbreite der Datenpunkte ist 
das Verhältnis vom höchsten zum niedrigsten Datenpunkt. Je größer das Verhältnis ist desto 
größer ist auch die Spannbreite. Der höchste Wert trat hierbei beim PCV (Max/min  9) und 
bei der extrazellulären 2G12-Konzentration (Max/Min  7) auf, bei den anderen vier 
Responsen lag das Verhältnis Max/Min jeweils bei etwa 3. Dies bedeutet, dass die gewählten 
Faktoren größeren Einfluss auf die Biomasse und die extrazelluläre 2G12-Konzentration 
zeigen als auf die restlich vier. Anhand dessen wie weit sich der Median vom Mittelwert 
unterscheidet kann eine schiefe Verteilung erkannt werden. Bei allen Messgrößen war der 
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Median geringer als der Mittelwert, wirklich gravierend jedoch nur bei intrazellulären 2G12-
Konzentration. Allgemein bedeutet ein geringerer Median, dass die Datenverteilung 
rechtsschief ist, d.h. dass mehr geringe Werte gemessen wurden. Die Tatsache, dass bei allen 
Messgrößen eine Gewichtung der Daten in Richtung geringere Werte auftrat, kann dafür 
sprechen, dass in Zentrum des Versuchsraums ein Optimum für die Zielgrößen liegt und 
demnach eine Veränderung der Faktoreinstellungen in die Raumrichtungen eine Verringerung 
der Response zur Folge haben könnte.  
3.2.3.1 Statistische Versuchsauswertung  
Mit Hilfe des Programms DesignExpert wurde eine statische Auswertung aller Responses 
vorgenommen um die vorhanden Effekte und das mögliche Optimum, auf das die Box-
Diagramme hindeuteten, zu identifizieren.  
Tabelle 3-9 Einfluss nehmende Faktoren auf die untersuchten Zielgrößen 
Zielgröße Signifikante Faktoren Bestimmtheitsmaß 
R
2
 Einzelfaktoren Wechselwirkung Faktoren höherer 
Ordnung  
PCV A, B,  BD B
2
, D
3
 0,8763 
2G12SN B, D AC, AD, CD,  A
2
, A
2
B, B
3
 0,8040 
2G12CE A, B -- B
2
 0,6353 
TSPSN A, B, D,  AB, BD A
2
, B
2
, D
2
 0,8300 
TSPCE B,  -- B
2
, A
3
 0,6428 
DsRedCE B, D -- -- 0,3778 
 
Beim PCV wurden insgesamt sechs signifikante Effekte ermittelt, die einen p-Wert < 0,05 
aufwiesen. Dabei handelte es sich um die durch die Faktoren KNO3 (A), KH2PO4 (B) hervor-
gerufen Effekte, sowie einer 2fach-Wechselwirkung zwischen KH2PO4 und Saccharose. 
Zusätzlich geht der Faktor KH2PO4 mit einem quadratischen und die Saccharose mit einem 
kubischen Effekt in das Model ein. Anhand der Modelterme zeigt sich der große Einfluss des 
KH2PO4 und der Saccharose auf das Zellwachstum deutlich. Es ist nicht weiter überraschend, 
dass diese Faktoren als essentiell für das Zellwachstums bestimmt wurden. Phosphor ein 
wichtiges Element der DNA und RNA-Synthese; Bestandteil der Phospholipide in der Bio-
membran und spielt eine wichtige Rolle im Energiehaushalt der Zelle, alles Funktionen die 
das Zellwachstum bestimmen können. Saccharose nimmt als einzige C-Quelle unmittelbar 
Einfluss auf das Zellwachstum. Es wurde mit Hilfe der DesignExpert Software ein Modell zu 
Berechnung des PCV in Abhängigkeit der eingesetzten Konzentrationen der Faktoren A, B 
und D erstellt. Das Bestimmtheitsmaß R
2 
des hieraus ermittelten Modells lag bei 0,8763. In 
der Tabelle 3-10 sind die Koeffizienten und die statistischen Kenngrößen des Modells für das 
PCV zusammengefasst. Die grau hinterlegten Faktoren wurden nur aufgrund der hierar-
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chischen Reihenfolge mit ins mathematische Modell aufgenommen, hatten selber jedoch 
keinen signifikanten Einfluss auf die Zielgröße.  
  Tabelle 3-10 Modelterme für die Berechung des PCV 
Model-Term Koeffizient F-Wert p-Wert 
Achsenabschnitt -123,5   
A -0,1 21,3 0,0002 
B 2,8 58,9 <0,0001 
D 20,5 0,1 0,7471 
BD 0,1 8,9 0,0073 
B
2
 -0,3 16,7 0,0006 
D
2
 -0,9 1,9 0,1868 
D
3
 0,01 10,4 0,0042 
 
Anhand des aufgestellten Modells wurde mit Hilfe von DesignExpert die Zusammenhänge 
des PCV und der Nährstoffe graphisch dargestellt. Die Abbildung 3-12 zeigt den Einfluss 
vom KH2PO4 und Saccharose in Abhängigkeit von der KNO3-Konzentration. Wie schon im 
vorhergehenden Versuch 3.2.2 hatte der Faktor KNO3 einen negativen Einfluss auf das 
Zellwachstum, d.h dass mit zunehmender KNO3-Konzentration ein tendenziell geringeres 
PCV erreicht wurde. Die Faktoren KH2PO4 und Saccharose gehen sowohl linear als auch mit 
Termen höherer Ordnung in das Model ein. Zusätzlich interagieren die beiden Faktoren 
miteinander. Hohe Konzentrationen an KH2PO4 und Saccharose führen zu einem höheren 
PCV. Eine Verringerung der P-Quelle führt zu einem starken Abfall des PCV, um je nach 
Bedingung, bis zu 80%. Weniger stark ist der Abfall des PCV bei einer Verringerung der C-
Quelle. Die Krümmung der Ebene ist zum einen durch die Terme höherer Ordnung bedingt 
und zum Anderen durch die Interaktion der beiden Faktoren. Die höchsten PCV´s von ca. 
50% würden laut des Modells bei Konzentrationen von 10 mM KH2PO4, 50 mM KNO3 und 
30 g∙L-1 Saccharose erzielt werden  
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Abbildung 3-12 Abhängigkeit des PCV’s von den Nährstoffkonzentrationen im 3D-Model und 
Konturdiagramm. Die Diagramme wurde mit Hilfe der Design Xpert8.0 Software basierend auf den Modellen 
erstellt.(2.2.20). Abhängigkeit des PCV von der Saccharose und KH2PO4-Konzentration bei unterschiedlichen 
(A: KNO3-Konz.: 50 mM; B: KNO3-Konz.: 100 mM; C: KNO3-Konz.: 150 mM). Das Konturdiagramm ist in 
der 2-dimensionlaen unteren Ebene dargestellt. Der Farbcode des 3-D Modells und der Konturlinien ist im 
linken Teil der Graphik angegeben.  
Bei der statistischen Analyse der extrazellulären 2G12-Konzentration wurde ein deutlich 
komplexerer Zusammenhang zwischen den Nährstoffen und der Zielgröße festgestellt. Es 
wurden insgesamt zwei lineare Effekte für die Faktoren B (KH2PO4) und D (Saccharose), drei 
2-fach Wechselwirkungen (AC, AD, CD), eine 2fach-Wechselwirkung mit einem 
quadratischen Term (A
2
B), ein quadratischer Term des Faktor A und ein kubischer des 
Faktors B ermittelt. In der Tabelle 3-11 sind die Koeffizienten der einzelnen Modellterme und 
die statistischen Kennzahlen zusammengefasst. Alle Terme, die nur wegen einer 
hierarchischen Reihenfolge und nicht aufgrund ihrer Signifikanz mit in das Modell 
aufgenommen wurden sind grau hinterlegt. Das Bestimmtheitsmaß R
2 
des hieraus ermittelten 
Modells lag bei 0,804. Dieses R
2
 ist bei einem komplexen Modells, anders als bei einer 
linearen Regression, durchaus annehmbar. 
 Tabelle 3-11 Modelterme für die Berechnung die extrazelluläre 2G12-Konzentration  
Model-Term Koeffizient F-Wert p-Wert 
Achsenabschnitt 14,3   
A -0,3 1,0 0,3329 
B -7,9 10,8 0,0049 
C -0,4 1,4 0,2640 
D 0,2 11,2 0,0045 
AB 0,1 2,6 0,1267 
AC -5,3·10
-3
 -38,0 0,0127 
AD -4,3·10
-3
 11,6 0,039 
CD 0,05 13,0 0,026 
A
2
 2,5·10
-3
 4,6 0,0479 
B
2
 1,0 3,4 0,0872 
A
2
B -5,6·10
-4
 8,7 0,0101 
B
3
 -0,1 10,1 0,0063 
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Bei den linearen Einzelfaktoren, die Einfluss auf die extrazelluläre 2G12-Konzentrationen 
nahmen wurden KH2PO4 und Saccharose als signifikant ermittelt. Die Faktoren KNO3 und 
MgSO4 nehmen als Einzelfaktor keinen Einfluss auf die Zielgröße. Da jedoch das KNO3 in 
einer signifikanten Wechselwirkung mit der Saccharose und auch der MgSO4-Konzentration 
auftrat und als quadratischer Term einen p-Wert von <0,05 besaß, wurde der Einzelfaktor 
KNO3 aus hierarchischen Gründen mit ins Modell aufgenommen. Ähnlich verhielt es sich bei 
dem Faktor MgSO4. Auch dieser Faktor war als Einzelfaktor nicht signifikant, jedoch die 
Wechselwirkung mit Saccharose und wie eben schon erwähnt mit KNO3. In der Abbildung 
3-13 ist die 2G12-Konzentration in Abhängigkeit der Nährstoffe mit Hilfe von 
Oberflächendiagrammen dargestellt. Da es sich bei dem aufgestellten Modell um eins mit 
mehreren Wechselwirkungen und Termen höherer Ordnung handelt, können nicht alle Effekt 
komplett graphisch dargestellt werden. Die Abbildung 3-13 zeigt die Abhängigkeit der 
extrazellulären 2G12-Konzentraion von der Saccharose- und KH2PO4-Konzentration an den 
Eckpunkten des Versuchsraums (Abbildung 3-13 A/C/G/I), im Zentrum (Abbildung 3-13 E) 
und jeweils zwischen den Eckpunkten (Abbildung 3-13 B/D/F/H). Bei der Betrachtung der 
Graphen zu den einzelnen Konzentrationen des KNO3 (mittlere Spalte) wird der quadratische 
Effekt deutlich. Die Optimum für die 2G12SN-Konzentrationen wurde bei einer KNO3-
Konzentration von 100 mM erreicht (Abbildung 3-13 B/E/H). Sowohl bei Erhöhung 
(Abbildung 3-13 C/F/I) als auch bei Verringerung (Abbildung 3-13 A/D/G) der KNO3-
Konzentration nimmt die 2G12-Konzentration ab. Die Wechselwirkung zwischen A (KNO3) 
und C (MgSO4) wird daran deutlich, dass bei gleichbleibender KNO3-Konzentration und 
abnehmender MgSO4-Konzentration die Antikörper-Konzentration abnimmt. Umgekehrt 
nimmt bei gleichbleibender MgSO4-Konzentration und steigender KNO3-Konzentration die 
Antikörpermenge ebenfalls ab. Ebenfalls sehr deutlich ist der Effekt des KH2PO4 zusehen. In 
allen dargestellten Oberflächen tritt ein Optimum der 2G12-Konzentration im Bereich von 
10 mM KH2PO4 auf. Die höchsten 2G12-Konzentrationen von 19 µg∙mL
-1
 werden bei 
100 mM KNO3, 10 mM KH2PO4, 15 mM MgSO4 und 30 g∙L
-1
 Saccharose erreicht 
(Abbildung 3-13 B). Eine Verringerung der MgSO4-Konzentration führt zu einer leicht 
geringeren 2G12-Konzentration von 16 µg∙mL-1, erzeugt jedoch ein stabileres Maximum im 
Bezug auf die Saccharose-Konzentration (Abbildung 3-13 E/H). Das bedeutet, dass bei einer 
MgSO4-Konzentration von 5-10 mM die notwendige Saccharose-Konzentration aus einem 
größeren Bereich ausgewählt werden kann (10-35 g∙L-1) und der Prozess hierbei robuster ist. 
Die Box-Diagramme (Abbildung 3-11) lassen vermuten, dass sich im Zentrum oder in der 
Nähe des Zentrums des Versuchsraumes ein Optimum für die Zielgrößen befanden. Dies kann 
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durch die Abbildung 3-13 E für die extrazelluläre 2G12-Konzentration ebenfalls bestätigt 
werden, da in der Graphik das Zentrum des Versuchsraumes dargestellt ist.  
 
Abbildung 3-13 Abhängigkeit der extrazellulären 2G12-Konzentration von den Nährstoffkonzentra-
tionen. . Die Diagramme wurde mit Hilfe der Design Xpert8.0 Software basierend auf den Modellen 
erstellt.(2.2.20). Dargestellt ist die Abhängigkeit der 2G12SN-Konzentration von der Saccharose und KH2PO4-
Konzentration bei unterschiedlichen KNO3-Konzentration und MgSO4-Konzentration. A: KNO3-Konz: 50 mM 
und MgSO4-Konz.: 15 mM. B: KNO3-Konz: 100 mM und MgSO4-Konz.: 15 mM. C: KNO3-Konz: 150 mM und 
MgSO4-Konz.: 15 mM. D: KNO3-Konz: 50 mM und MgSO4-Konz.: 10 mM. E: KNO3-Konz: 100 mM und 
MgSO4-Konz.: 10 mM. F KNO3-Konz: 150 mM und MgSO4-Konz.: 10 mM. G KNO3-Konz: 50 mM und 
MgSO4-Konz.: 5 mM. H: KNO3-Konz: 100 mM und MgSO4-Konz.: 5 mM. I: KNO3-Konz: 150 mM und 
MgSO4-Konz.: 5 mM. Das Konturdiagramm ist in der 2-dimensionlaen unteren Ebene dargestellt. Der Farbcode 
des 3-D Modells und der Konturlinien ist im linken Teil der Graphik angegeben.  
Die hauptsächlich zu optimiernde Zielgröße war die extrazelluläre 2G12-Konzentration. 
Mit Hilfe der statistischen Versuchplanung konnten Wirkungszusammenhänge zwichen 
Nährstoffen im Medium und der Konzentration erfolgreich aufgedeckt werden. Es bestand 
jedoch die Möglichkeit, dass diese Einflüsse nicht ausschließlich von den Nährstoffen 
herrühren, sondern eventuell auf die unterschiedlichen Osmolaritäten oder Ionenstärken der 
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Medien zurückzuführen waren. Um dies ausschließen zu können, wurden die Osmolaritäten 
und Ionenstärken berechnet und gegen die Zielgröße aufgetragen. Sollen die Effekte nur 
durch die Osmolarität oder die Ionenstärke bedingt sein, würde ein linearer Zusammenhang 
bei dieser Auftragung sichtbar werden.  
 
Abbildung 3-14  Einfluss von Osmolarität und Ionenstärke auf die 2G12SN-Konzentration. A: 
Dargestellt sind die erreichten 2G12SN-Konzentrationen in Abhängigkeit der Osmolarität des für die Kultivier-
ung eingesetzten Mediums. Die rote gestrichelte Linie stellt die Ausgleichgerade durch die Datenpunkte dar 
(m = -0,0005; R
2
 = -0,0378). B: Dargestellt sind die erreichten 2G12SN-Konzentrationen in Abhängigkeit der 
Ionenstärke des für die Kultivierung eingesetzten Mediums. Die rote gestrichelte Linie stellt die Ausgleichgerade 
durch die Datenpunkte dar (m = 0,004; R
2
 = -0,0224). Die extrazelluläre 2G12-Konzentration wurde mit Hilfe 
Oberflächen Plasmon Resonanz gemessen (2.2.8). Die Osmolarität und Ionenstärke wurde anhand der 
Medienkomposition berechnet.  
Aus der Abbildung 3-14 wird anhand der Datenverteilung deutlich, dass weder für die 
Osmolarität noch für die Ionenstärke ein linearer Zusammenhang zu der extrazellulären 
2G12-Konzentration vorlag. Bei keinem der beiden gab es einen eindeutigen Trend, der auf 
einen Zusammenhang schließen ließ. 
Die Auswertung der extrazellulären Gesamtproteinkonzentration ergab, dass drei lineare 
Einzelfaktoren (A, B, C), zwei zweifach Wechselwirkungen (AB, BD) und drei quadratische 
Terme (A
2
, B
2
, D
2
) signifikanten Einfluss auf die Zielgröße nahmen. Das Bestimmtheitsmaß 
des Models lag bei R
2
 = 0,830. Die Koeffizienten der einzelnen Modellterme und ihre 
Kennzahlen sind in Tabelle 3-12 zusammengefasst.  
Tabelle 3-12 Modelterme für die Berechnung die extrazelluläre TSP-Konzentration  
Model-Term Koeffizient F-Wert p-Wert 
Achsenabschnitt 141,5   
A 0,8 9,5 0,0061 
B -2,0 6,5 0,0192 
D -10,3 18,4 0,0004 
AB 0,05 12,4 0,0023 
BD 0,2 7,1 0,0154 
A
2
 -4,4 11,2 0,0034 
B
2
 -0,6 11,7 0,0029 
D
2
 0,2 17,0 0,0006 
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Die Einflüsse der Nährstoff auf die extrazelluläre Gesamtproteinkonzentration wurde mit 
Hilfe von 3D-Modellen graphisch dargestellt (Abbildung 3-15). Die geringsten 
extrazellulären Gesamtproteinkonzentrationen wurden bei geringen KH2PO4-Konzentration 
erreicht. Mit steigender P-Quelle, nahm auch die Konzentration und TSPSN zu. Der 
quadratische Effekt der Saccharose zeigte sich daran, dass die Ebene eine Krümmung nach 
unten aufwies. Ein Minimum wurde bei einer KH2PO4-Konzentrationen bis 5,25 mM bei 
22,5 g∙L-1 Saccharose erreicht. Wird die Saccharose-Konzentration verringert oder erhöht, 
erhöht sich die TSP-Konzentration wieder. Auch der Einfluss der Nitrates zeigt sich anhand 
der Krümmung der Ebene. Ein Maximum für die extrazelluläre Gesamtproteinkonzentration 
befand sich im Konzentrationsbereich von 100-150 KNO3, 10 mM KH2PO4 und 30 g∙L
-1
 
Saccharose.  
 
Abbildung 3-15 Abhängigkeit der extrazellulären Gesamtproteinkonzentration von der Nährstoffkon-
zentration im 3D-Model und Konturdiagramm. Die Diagramme wurde mit Hilfe der Design Xpert8.0 
Software basierend auf den Modellen erstellt.(2.2.20). Dargestellt ist die Abhängigkeit des TSPSN von der 
Saccharose und KNO3-Konzentration bei unterschiedlichen KH2PO4-Konzentration. (A: KH2PO4-Konz.: 
0,5 mM; B: KH2PO4-Konz.: 5,25 mM; C: KH2PO4-Konz.: 10 mM). Das Konturdiagramm ist in der 2-
dimensionlaen unteren Ebene dargestellt. Der Farbcode des 3-D Modells und der Konturlinien ist im linken Teil 
der Graphik angegeben. 
Der Bereich der Nährstoffkonzentrationen, bei denen dieses Maximum erreicht wird, war 
sehr ähnlich zu dem, der für die extrazelluläre 2G12-Konzentration definiert werden konnte. 
Diese Zusammensetzung der Nährstoffe scheint generell einen positiven Einfluss auf die 
extrazelluläre Proteinmenge zu haben. Das kann zum Einen daher kommen, dass die 
Proteinproduktion begünstig wird, zum Anderen eine effizientere Sekretion der Protein 
möglich ist, oder aber auch, dass die Stabilität der Proteine im Medium verbessert wird. 
Bei allen intrazellulären Zielgrößen (2G12-, Gesamtprotein- und DsRed-Konzentration) 
konnte kein wirklich geeignetes Modell aufgestellt werden. Bei dem Modell für die 
intrazelluläre 2G12-Konzentration wurde ein Bestimmtheitsmaß von R
2
 = 0,6353 erreicht, für 
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die intrazelluläre Gesamtproteinkonzentration eines mit R
2 
= 0,6428 und für die DsRed-
Konzentration eines mit R
2
 =
 
0,3778. Mit diesem Modell können also je nach 
Bestimmtheitsmaß nur 64% (2G12CE, TSPCE) bis hin zu 38% (DsRedCE) der Datenstreuungen 
erklärt werden, also die Wirkungszusammenhänge auf die Zielgröße nur in deutlich 
geringeren Umfang als bei den vorhergehenden Modellen, beschrieben werden. Dies könnte 
zum einen daran liegen, dass die Streuung in den Daten zu groß war und dadurch mögliche 
signifikante Effekte nicht mehr effizient aufgedeckt werden können. Ausserdem bestand die 
Möglichkeit, dass weitere Einflussfaktoren vorhanden waren, die nicht betrachtet wurden. Um 
dies genauer zu untersuchen, müssten weitere Versuche mit mehr Stichproben, mehr Replikas 
oder zusätzlichen Faktoren durchgeführt werden. Dennoch wurde, um einen besseren 
Überblick über das System zu bekommen, eine statistische Auswertung vorgenommen. In 
Tabelle 3-13 sind die Koeffizienten der Modellterme und die statistischen Kennzahlen der 
intrazellulären Zielgrößen zusammengefasst.  
Tabelle 3-13 Modelterme für die Berechnung der intrazellulären 2G12-, Gesamtprotein- und DsRed-
Konzentration  
Model-Term 2G12CE TSPCE DsRedCE 
 Koeffizient F-
Wert 
p-Wert Koeffizie
nt 
F-
Wert 
p-
Wert 
Koeffizient F-
Wert 
p-
Wert 
Achsenabschnitt 18,2   3,0   4,2   
A 0,07 15,8 0,0006 0,1 0,2 0,7066 -- -- -- 
B -2,7 21,5 0,0001 -0,4 15,9 0,0006 -0,04 9,6 0,0048 
D -- -- -- -- -- -- -0,02 5,6 0,0258 
A
2
 -- -- -- -1,3∙10-3 3,5 0,0763 -- -- -- 
B
2
 0,2 8,6 0,0074 0,02 4,0 0,0577 -- -- -- 
A
3
 -- -- -- 4,8∙10-6 4,7 0,0421 -- -- -- 
 
3.2.3.2 Modellvalidierung im Schüttelkolben 
Die in 3.2.3 ermittelten Modelle für das PCV, die 2G12(SN/CE)-, DsRedCE- und TSP(SN/CE)-
Konzentration, sollten auf ihre Plausibilität überprüft werden. Diese Untersuchungen sollte 
direkt in einem Medium durchgeführt werden, bei dem eine hohe 2G12SN-Konzentration und 
ein PCV von 40-55 % erzielt werden konnte. Zur Definition des Mediums wurde die 
Optimierungsfunktion der Design-Expert Software zur Hilfe genommen, in dem die o. g. 
Kriterien eingegeben wobei die 2G12SN-Konzentration eine höhere Wichtigkeit einnehmen 
sollte als das PCV. Die Software ermittelte 44 verschiedene Medienzusammensetzungen die 
die o.g. Kriterien mit einer Wünschbarkeit von >95% erfüllten. Diese 44 theoretischen 
Medien dienten als Orientierungshilfe indem ihre Zusammensetzungen miteinander 
verglichen wurden und daraus resultierend wurde für Saccharose eine Konzentration von 
30 g∙L-1, für KNO3 eine Konzentration von 100 mM, für MgSO4 eine Konzentration von 
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5 mM und für KH2PO4 eine Konzentration von 10 mM festgelegt. Die genauen Konzen-
trationen aller Bestandteile sind in Tabelle 3-14 zusammengestellt.  
Tabelle 3-14 Zusammensetzung der Medien zur Modellverifikation 
Komponente Konzentration  
Mikro-Elemente Mix MS  1g∙L-1 
Myoinositol 100 mg∙L-1 
HCl-Thiamin   1 mg·L
-1
 
2,4-Dichlorphenoxy-Essigsäure  0,2 mg·L
-1
  
CaCl2  5 mM 
NH4NO3  5 mM 
Saccharose  30 g∙L-1 
KNO3 100 mM 
MgSO4  5 mM 
KH2PO4  10 mM 
 
In dem in Tabelle 3-14 definierten Medium wurde eine Kultivierung der Zelllinie GFD#5 
im 3-fach Ansatz durchgeführt und nach 7 Tagen das PCV, die 2G12(SN/CE)-, die DsRedCE- 
und die TSP(SN/CE)-Konzentration bestimmt. Mit Hilfe der Software wurde eine Vorhersage 
der Konzentrationen anhand der Modelle berechnet und mit den Mittelwerten der gemessenen 
Proben verglichen. 
 
Abbildung 3-16 Verifizierung des aufgestellten Modells. Mit Hilfe der in 3.2.3 aufgestellten Modelle wurden 
die Werte für das PCV (A), die extrazelluläre 2G12SN (B) und die intrazelluläre 2G12CE (C) Konzentrationen 
sowie die extra- (D) und intrazelluläre (E) Konzentration des Gesamt löslichen Proteins und die DsRed-
Konzentraion (F) bei dem eingesetzten MSNP-Medium mit deren jeweiligen 95% Konfidenzintervallen mit 
Hilfe der Design Xpert 8.0 Software berechnet (schwarze). Die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei 
biologischen Replikaten sind in rot dargestellt.  
Die Abbildung 3-16 zeigt den Vergleich der berechneten Werte anhand des aufgestellten 
Models und den gemessenen Werten. In schwarz sind die berechneten Werte der einzelnen 
Zielgrößen und deren Konfidenzintervalle und in rot die gemessenen Mittelwerte mit den 
Standardabweichungen dargestellt. Das hier dargestellte Konfidenzintervall gibt den Bereich 
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des berechneten Werts an, in dem, mit einer 95%-Wahrscheinlichkeit, der wirkliche Wert 
liegt. Treten Überschneidungen der Standardabweichung des gemessenen Wertes mit dem 
Konfidenzintervall des berechneten Wertes auf, sind dieses Werte statistisch gesehen 
vergleichbar. Überschneiden sich die beiden Bereiche nicht mit einander sind sie signifikant 
unterschiedlich. Überscheidungen der Daten traten bei der extra- und intrazellulären 2G12-
Konzentration, bei der intrazellulären TSP- sowie der DsRedCE-Konzentration auf. Keine 
Übereinstimmungen konnten bei den Konzentrationen des PCV und der extrazellulären 
TSPSN-Konzentration gezeigt werden. Auch wenn beim PCV zwar keine direkte 
Überschneidung zu sehen war, lagen die beiden Bereich doch sehr eng bei einander. Das PCV 
bei den Kultivierungen lag in einem Bereich von 35-37 %. Der Bereich der anhand des 
Modells berechnet wurde lag zwischen 37,4 % und 48,6 %. Das Modell überschätzt somit das 
PCV ein wenig, liegt aber dennoch nahe an den gemessenen Werten. Deutlich mehr wird die 
extrazelluläre TSPSN-Konzentration durch das Modell überschätzt. Hierbei lag der gemessene 
Wert in einem Bereich von 65-66 µg∙mL-1, sollte sich aber laut Modell in einem Bereich von 
104-128 µg∙mL-1 befinden. Obwohl keine statistisch guten Modelle für die intrazellulären 
Messgrößen aufgestellt werden konnten, wurden die Messwerte dennoch gut vorhergesagt. 
Das kann wiederrum darauf hindeuten, dass die hier eingesetzten Faktoren keinen großen 
Einfluss auf diese Zielgrößen haben und die erreichten Werte bei den unterschiedlichen 
Nährstoffkombination nicht stark variieren und somit über einen weiteren Bereich ähnliche 
Werte erzielt werden können.  
3.2.4 Performance des entwickelten Mediums  
Nachdem im Versuch 3.2.3.2 die Plausibilität der aufgestellten Modelle überprüft wurde, 
sollte in diesem Versuch bestätigt werden, ob das aus der statistischen Versuchsplanung 
resultierende Medium auch wirklich eine Steigerung der Konzentrationen im Vergleich zu 
den herkömmlichen Medien zur Folge hat. Bei den eingesetzten Medien handelte es sich um 
das kommerziell erhältliche MS- und das durch klassische Methode optimierte MSN-Medium 
(Holland et al. 2010). Es wurden je drei 50 ml Kulturen für jedes Medium mit 5% derselben 
Vorkultur inokuliert und nach 7 Tagen das PCV, die 2G12(SN/CE)- und die DsRedCE-
Konzentration bestimmt. Das neue Medium wird im Weiteren mit MSNP-Medium 
bezeichnet. 
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Abbildung 3-17 Vergleich des entwickelten Mediums mit MS- und MSN-Medium. Dargestellt sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen dreier unabhängigen biologischen Replikas in den einzelnen Medien. A: 
Werte für das PCV nach 7 Tagen Kultivierung. Das PCV wurde wie in 2.2.2 beschrieben bestimmt. B: 
extrazelluläre 2G12-Konzentration nach 7 Tagen Kultivierung. C: intrazelluläre 2G12-Konzentration nach 7 
Tagen Kultivierung. D: intrazelluläre DsRed-Konzentration nach 7 Tagen Kultivierung. Die Konzentrationen 
des mAb 2G12 wurden mittels ELISA (2.2.7) und Oberflächen Plasmon Resonanz (2.2.8) bestimmt. Die 
Bestimmung der DsRed-Konzentration erfolgte wie in 2.2.9 beschrieben.  
Die Kulturen in dem neuen Medien zeigten nach sieben Tagen ein zum MSN Medium 
vergleichbarer Wachstum (Abbildung 3-17 A). Es wurde ein PCV von ~ 40% erreicht, 
welches deutlich geringer war als das PCV in MS-Medium (68 ± 3%). Da das Medium jedoch 
daraufhin entwickelt wurde ein PCV von 40-55% zu erhalten war ein PCV von 40% nicht 
überraschend. Ein geringeres PCV bedeutet nicht automatisch eine geringere Zellzahl. Die 
Osmolarität des MSN- und MSNP-Mediums waren deutlich höher als die des MS-Medium, 
was einen Einfluss auf das Zellvolumen haben kann. Beim MSNP Medium wurden sowohl 
für die extra- als auch für die intrazelluläre 2G12-Konzentration höhere Werte gemessen als 
bei den beiden anderen Medien. Somit konnte durch die statistische Versuchsplanung eine 
weitere Steigerung um den Faktor 1,5-1,7 auch im Vergleich zum bereits für die Produktion 
optimierten MSN-Medium erreicht werden. Dies könnte zum einen daher kommen, dass die 
Zellen in diesem Medium metabolisch aktiver sind und höhere Expressionsleistungen zeigen 
und/oder dass der Antikörper stabiler in den Zellen und auch nach der Sekretion im 
Kulturüberstand ist. Die höhere intrazelluläre 2G12-Konzentration kann auf eine erhöhte 
Expressionsleistung auch noch am Ende der Kultivierung hindeuten. Die höchste 
intrazelluläre Konzentration von ~ 10 µg∙g-1 konnte bei Zellen im MS-Medium in der Regel 
nach 3 Tagen gemessen werden. Danach nahm die Konzentration stetig bis zu einem Endwert 
von etwa 2-3 µg∙g-1 ab (3.1.3; Abbildung 3-5).  
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3.3 Prozessentwicklung 
3.3.1 Etablierung eines online Biomassesensors 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Eignung einer kapazitiven Methode zur Bestimmung 
der Biomasse von Pflanzenzellen und eine lineare Korrelation zu gängigen Messungen 
durchgeführt werden. Ein großer Vorteil der Messung ist, dass sie nicht-invasiv ist und 
dadurch das Kontaminationsrisiko im Prozess deutlich minimiert und keine Volumensverluste 
durch Probennahme entstehen. Bei der kapazitiven Messung wirken die Zellen im 
elektrischen Polarisationsprozess als Kondensator, aufgrund der entstehenden Ladungs-
trennung an der Zellmembran. Dies ist nur bei intakten lebenden Zellen der Fall. Je mehr 
Zellen als Kondensator wirken desto größer ist die Kapazität der Suspensionsbrühe.  
Es wurden Batch-Fermentation mit einer inline Bestimmung der Biomasse durchgeführt 
und diese Daten mit den konventionellen Methoden, PCV-, Frischgewicht- und 
Trockengewichtsbestimmungen, verglichen und lineare Korrelationen zueinander aufgestellt. 
Mit Hilfe der linearen Korrelationen wurden Umrechnungsfaktoren bestimmt werden um im 
Weiteren die Werte des PCV, Frischgewicht und Trockengewicht aufgrund der Biomasse-
messung berechnen zu können. Um festzustellen ob die Korrelation und damit die 
Umrechnungsfaktoren in Abhängigkeit vom Kultivierungsmedium bestimmt werden müssen, 
wurden Fermentationen mit der Zelllinie GFD#5 in drei verschiedenen Medien (MS, MSN, 
MSNP) durchgeführt. Zusätzlich wurde noch eine Fermentation mit der Zelllinie GFERD#17 
in MSNP durchgeführt um zu überprüfen ob die Umrechnungsfaktoren generell für die BY-2 
Zellen aufgestellt werden können oder auch Zelllinien abhängig sind.  
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Abbildung 3-18 Vergleich der Wachstumsbestimmungen. Ergebnisse der Messungen für das 
Frischgewicht (FW), das PCV, das Trockengewicht (DW) und die Kapazität (Cap) über die Kultivierungszeit in 
MS- (A), MSN- (B) und MSNP-Medium (C) der Zelllinie GFD#5. Ergebnisse der Messungen für das 
Frischgewicht, das PCV, das Trockengewicht und die Kapazität über die Kultivierungszeit in MSNP-Medium 
der Zelllinie GFERD#17 (D). Das PCV, das FW und das DW wurden wie in 2.2.2 beschrieben und die Kapazität 
wie in Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. beschrieben bestimmt. 
Alle vier Kultivierungen erreichten unterschiedliche Biomassen in unterschiedlichen 
Zeiträumen. Die Zelllinie GFD#5 zeigte in MS-Medium eine Adaptionsphase von 60 h, in 
MSN von 170 h und in MSNP von 120 h (Abbildung 3-18). Eine mögliche Erklärung für die 
längere Adaptions-Phase ein MSN könnte die doppelt so hohe Osmolariät im Vergleich zum 
MS-Medium sein, da jedoch das MSNP die gleiche Osmolariät hatte und die Zellen hierbei 
eine deutlich kürzere Adaptionsphase zeigten konnte dies nicht die einzige Erklärung sein. 
Womöglich wird die Adaption durch die höheren Phosphatkonzentration oder des N/P-
Verhältnisses vereinfacht. Die Zelllinie GFERD#17 zeigte ein besonders ausgeprägte 
Adaptionsphase von 300 h, in denen nur ein sehr geringes aber dennoch kontinuierlich 
Zellwachstum stattfand (Abbildung 3-18). Alle Kultivierungen in MSN oder MNSP zeigten 
nach der Adaptionsphase eine Wachstumsphase von 180-190 h, die Kultivierung in MS 
jedoch nur eine Wachstumsphase von 110 h. Bei allen vier Fermentationen wurden die offline 
gemessenen Wachstumskurven sehr gut von der Online Messung abgebildet. Der Eintritt in 
die stationäre Wachstumsphase kann aufgrund des deutlich höheren Messintervalls des 
Biomassesensors deutlich besser aufgelöst werden, wodurch die leichten Abweichungen der 
offline Wachstumskurven zur Kapazität zu diesen Zeitpunkten erklärt werden. Bei der 
Kultivierung in MSN Medium fanden die Probennahmen für die offline Methoden z. B. kurz 
vor dem Eintritt in die Stationäre Phase zur einem Zeitpunkt von160 h und dann erst wieder 
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24 h später statt. Innerhalb dieses Zeitraums nahm das Kapazitätssignal noch für weitere 10 h 
um insgesamt 35 Einheiten zu und zeigte danach nahezu konstante Werte. Für das PCV und 
das Frischgewicht wurde von der Probennahme bei 160 h zu der bei 182 h noch ein Anstieg 
gemessen und der Eintritt in die stationäre Phase somit nicht aufgelöst. Einzig beim 
Trockengewicht wurde zwischen diesen beiden Probennahmen keine Zunahme mehr 
verzeichnet, bedingt dadurch, dass die möglicherweise nur noch geringen Gewichts-
veränderungen nicht mehr gemessen werden können. Dies bedeutet, dass auch bei dieser 
Größe der Eintritt in die stationäre Phase nicht komplett korrekt aufgelöst werden konnte, 
sonder etwa 10 h zu früh ermittelt worden wäre. Das Wachstum von Pflanzenzellen kann in 
zwei Arten vonstattengehen. In der exponentiellen Wachstumsphase handelt es dabei 
weitestgehend um Wachstum durch Zellteilung, am Ende der exponentiellen Phase kommt 
vermehrt Streckenwachstum der Zellen dazu. Die Größe der Zellen und der Wassergehalt 
nimmt bei Streckenwachstum stark zu, was unterschiedlich starken Einfluss auf die einzelnen 
Messungen haben kann. In der Abbildung 3-19 sind exemplarisch Zellen aus der 
exponentiellen Phase (A) und Zellen aus der stationären Phase (B) gezeigt. Hiermit wird 
deutlich wie stark die Größen der Zellen variieren können je nachdem, in welcher Phase sie 
sich gerade befinden. Auch nimmt zum Ende der Kultivierung der Anteil an sterbenden und 
toten Zellen zu, auch hierbei sind unterschiedlich starke Einflüsse auf die Messgrößen 
denkbar. In der Abbildung 3-19 D ist das Ergebnis einer Vital-Färbung gezeigt, wobei tote 
Zellen ein blaue Färbung (*) mit einem intensiv gefärbten Zellkern (doppelte Pfeilspitze) 
zeigen. Dies kommt dadurch zustande, dass bei nicht mehr intakter Zellmembran der 
Farbstoff in die Zelle eindringen kann. Wie eindeutig zu sehen ist, sind die Zellwände solcher 
Zellen jedoch noch soweit intakt, dass die Form der Zelle noch erhalten bleibt. Diese Zellen 
würden von der kapazitiven Messung nicht mehr erfasst werden, da sie keine intakte 
Zellmembran mehr besitzen, würde aber sehr wohl noch beim Frischgewicht und PCV ein 
Signal erzeugen.  
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Abbildung 3-19 Mikroskopische Aufnahmen der Zellkultur GFD#5. Repräsentative Bilder zu den 
unterschiedlichen Zellgrößen und Zellformen (A/B). Die Zellgrößen wurdenw ie in 2.2.12 beschrieben bestimmt 
A: Drei Tage alte Kultur repräsentativ für die Zellgröße und Form einer sich teilenden Kultur (rote Pfeilspitzen). 
B: sieben Tage alte Kultur repräsentativ für die Zellgröße und Morphologie einer Kultur, die sowohl Zellteilung 
(rote Pfeilspitzen) als auch Elongation (blaue Pfeilspitzen) zeigt. C: Plasmolyse einer Kultur direkt nach dem 
Inokulieren in MSNP-Medium bedingt durch die höhere Osmolarität. Zellwände sind mit schwarzen Pfeilspitzen 
und Zellmembranen mit weißen Pfeilspitzen gekennzeichnet. Die Bilder wurden wie in 2.2.12 beschrieben 
aufgenommen D: Vitalfärbung einer sieben Tage alten Kultur (2.2.11). Tote Zellen sind blau (*)und die 
Zellkerne (doppelte weiße Pfeilspitze) solche Zellen sehr intensiv blau gefärbt. Zur besseren Übersicht wurden 
die Bilder mit Hilfe der Software Photoshop freigestellt. 
Um zu untersuchen, in wie weit ein linearer Zusammenhang zwischen den konventionellen 
Messgrößen PCV, Frischgewicht und Trockengewicht und der Kapazität bestand, wurden die 
gemessenen Werte der konventionellen Parameter gegen die dazugehörige Kapazität 
aufgetragen, eine lineare Regression durch den Nullpunkt durchgeführt und die Steigungen 
der Ausgleichgeraden sowie deren Standardfehler und Bestimmtheitsmaß R
2
 bestimmt 
(Abbildung 3-20). Wenn ein linearer Zusammenhang besteht, können die Steigungen der 
Ausgleichgeraden als Umrechnungsfaktoren zur Berechnung der konventionellen Messgrößen 
aus dem Kapazitätssignal eingesetzt werden.  
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Abbildung 3-20 Korrelationen der konventionellen Parameter mit dem Kapaziätssignal der inline 
Biomasse-Messung. Zur Bestimmung der Korrelationsfaktoren (Steigungen der Geraden) wurden die 
Messwerte der konventionellen Methoden des PCV (A/D/G, Kreise), des Frischgewichtes (B/E/H, Dreiecke) und 
des Trockengewichtes (C/F/I, Boxen) in den einzelnen Medien MS (A/B/C), MSN (D/E/F) und MSNP (G/H/I) 
jeweils gegen das Kapazitätssignal aufgetragen. Die linieare Regression wurde mit Hilfe der Softwar OriginPro 
8.1G durchgeführt. Die geschlossenen Symbole stehen für die Messwerte der Zelllinie GFD#5 und die offenen 
Symbole für die Messungen der Zelllinie GFERD#17. Messpunkte die von der Linearität abwichen und nicht mit 
bei der Regression beachtet wurden sind in rot mit einem * markiert. Das PCV, das FW und das DW wurdenw ie 
in 2.2.2 beschrieben und die Kapazität wie in Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden. 
eschrieben gemessen.  
Für alle drei offline Parameter konnte ein eindeutiger linearer Zusammenhang festgestellt 
werden (Abbildung 3-20). Alle Umrechnungsfaktoren sind in der (Tabelle 3-15) 
zusammengefasst. Zur besseren Übersicht wurden die Umrechnungsfaktoren (UF) im 
Weiteren mit einem tiefgestellten Index, bezogen auf die korrelierende Messgröße, z. B. 
UFPCV:C, und einem hochgestellten Index bezogen auf das Medium, z. B. 
MS
UFPCV:C, 
versehen.  
Das PCV korrelierte gut mit dem Kapazitätssignal (Abbildung 3-20 A/E/H), jedoch zeigte 
das jeweilige Kultivierungsmedium einen starken Einfluss auf die Umrechnungsfaktoren, wie 
aus den Steigungen der Regressionsgeraden ersichtlich wird. Die Zellen die in MSN und 
MSNP kultiviert werden sind kleiner als in MS, was auf die höhere Osmolarität zurück 
geführt werden kann. Die Zellgröße hat einen Effekt auf das gemessene PCV, da sich z. B. 
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kleinere Zellen dichter packen können. Für den 
MS
UFPCV:C wurde ein Wert von 0,307 ± 
0,014 %∙pF∙cm-1 bestimmt. Dieser Wert ist 1,8-mal größer als der für MSNUFPCV:C und 2 mal 
größer als der für 
MSNP
UFPCV:C. (Abbildung 3-20 A/E/H, Tabelle 3-15). Für die beiden 
Zelllinien wurden praktisch identische Umrechnungsfaktoren erreicht (GFD#5: 
MSNP
UFPCV:C.: 
= 0.148 ± 0.006 %∙pF-1∙cm, GFERD#17: MSNPUFPCV:C = 0,148 ± 0,005 %∙pF
-1∙cm), was darauf 
hindeutet das die Korrelation der Messgröße PCV zum Kapazitätssignal Medien- aber nicht 
Zelllinienabhängig ist.  
Die Korrelation vom Frischgewicht zum Kapazitätssignal zeigte auch einen linearen 
Zusammenhang über alle Datenpunkte (Abbildung 3-20 B/F/I). Bei dieser Messgröße konnte 
ebenfalls ein Einfluss des Kultivierungsmediums auf die Umrechnungsfaktoren gezeigt 
werden. Auch hierbei wurde der größte Wert für den 
MS
UFFW:C = 1,32 ± 0,08 g∙L
-1∙pF∙cm-1 
ermittelt. Die beiden anderen Umrechnungsfaktoren fielen mit 
MSN
UFFW:C = 0,896 ± 
0,021 g∙L-1∙pF∙cm-1 und MSNPUFFW:C = 0,706 ± 0,012 g∙L
-1∙pF∙cm-1 deutlich kleiner aus. Die 
Umrechnungsfaktoren für das Frischgewicht der beiden Zelllinien in MSNP unterschieden im 
Gegensatz zu denen des PCV leicht um etwa 10% voneinander (Tabelle 3-15). Daraus lässt 
sich schließen das die Umrechnungsfaktoren für das Frischgewicht sowohl medien- als auch 
zelllinienabhängig sein können.  
Bei der Korrelation des Trockengewichtes zur Kapazität wurden bei den Kultivierungen 
der Zelllinie GFD#5 in MSN und MSNP Abweichungen von der Linearität am Ende der 
Kultivierenden deutlich. Diese Werte, die offensichtlich nicht mehr in einem Linearen 
Zusammenhang standen wurden bei der lineare Regression nicht mehr beachtet (Rote 
Quadrate markiert mit einem Stern *). Bei den Korrelationen des PCV und des Frischgewicht 
lassen sich auch Abweichungen bei den Werte vom Ende der Kultivierung erkennen. Da diese 
Abweichungen jedoch nicht so eindeutig waren wie beim Trockengewicht waren wurden sie 
bei der Linearen Regression nicht ausgeschlossen. Sehr ähnliche UFDW:C konnten für die 
Kultivierungen von GFD#5 in MS (
MS
UFDW:C = 0,0714 ± 0,0024 g∙L
-1∙pF∙cm-1) und MSN 
(
MSN
UFDW:C = 0,0718 ± 0,0019 g∙L
-1∙pF∙cm-1) ermittelt werden. Die UFDW:C beider Zelllinien 
in MSNP unterschieden sich jedoch deutlich von denen in MS und MSN und auch 
untereinander (GFD#5: 
MSNP
UFDW:C = 0,0852 ± 0,0035 g∙L
-1∙pF∙cm-1, GFERD#17: 
MSNP
UFDW:C = 0,0586 ± 0,0012 g∙L
-1∙pF∙cm-1). Dies zeigt das die Umrechnungsfaktoren für da 
Trockengewicht ebenfalls medien- und zelllinienabhängig sind. Allerdings sind ist der 
Einfluss des Mediums nicht so stark wie beim PCV und Frischgewicht.  
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Tabelle 3-15 Umrechnungsfaktoren 
Zelllinie Medium 
X
UFPCV:C 
X
UFFW:C 
X
UFDW:C 
Steigung 
[%∙pF∙cm-1] 
R2 Steigung [g∙L-
1∙pF∙cm-1] 
R2 Steigung [g∙L-
1∙pF∙cm-1] 
R2 
GFD 
MS 0.307 ± 0.014 0.98236 1.32 ± 0.08 0.96763 0.0714 ± 0.0024 0.98993 
MSN 0.165 ± 0.004 0.99305 0.896 ± 0.021 0.9918 0.0718 ± 0.0019 0.99028 
MSNP 0.148 ± 0.006 0.97938 0.706 ± 0.012 0.99663 0.0852 ± 0.0035 0.98515 
GFERD MSNP 0.148 ± 0.005 0.97954 0.646 ± 0.017 0.98611 0.0586 ± 0.0012 0.99188 
 
Zur Bestimmung der spezifischen Wachstumsraten µ der beiden Zelllinien in den 
verschieden Medien wurden der natürliche Logarithmus der Kapazität gegen die Zeit 
aufgetragen und in den linearen Bereichen eine lineare Regression durchgeführt und die 
Steigungen, die den Wachstumsraten entsprechen, ermittelt (Abbildung 3-21 A). Aufgrund 
der hohen Datendichte und Auflösung konnten subtile Veränderungen im 
Wachstumsverhalten am Ende der Kultivierung erkannt werden.  
 
Abbildung 3-21 Bestimmung spezifischer Wachstumsraten der einzelnen Kultivierungen. Dargestellt 
sind die natürlichen Logarithmen der Kapazität aufgetragen gegen die Zeit. Die Kapazität wurde wie in Fehler! 
erweisquelle konnte nicht gefunden werden. beschrieben bestimmt. Zur Logaritmierung der Werte und zur 
lineare Regression wurde die Software OriginPro 8.1G eingesetzt. A: GFD#5 in MS-Medium; B: GFD#5 in 
MSN-Medium; C: GFD#5 in MSNP-Medium; D: GFERD#17 in MSNP-Medium 
Bei der Kultivierung von GFD#5 in MS-Medium wurde Zellwachstum zwischen 60-170 h 
Kultivierung festgestellt (Abbildung 3-18). Innerhalb dieses Zeitraums trat bei einem 
Zeitpunkt von 144 h eine Veränderung der Wachstumsrate auf. Zwischen 60-144 h betrug die 
ermittelte Wachstumsrate µ = 0,0151 h
-1
. Ab 144 h wuchsen die Zellen mit einer 1,7-mal 
höheren Rate von µ = 0,0260 h
-1
. Bei der Kultivierung von GFD#5 in MSN wurde ein 
ähnliches Verhalten gezeigt. Die Zellen befanden sich zwischen 170-360 h in der 
exponentielle Phase (Abbildung 3-21 B). Innerhalb dieses Zeitraums konnten wieder zwei 
unterschiedliche Wachstumsraten ermittelt werden. Zwischen 170-320 h betrug die 
Wachstumsrate µ = 0,0087 h
-1
 und zwischen 320-360 eine Wachstumsrate von µ = 0.0163 h
-1
. 
Bei beiden Kultivierung konnte kurz bevor die stationäre Phase erreicht wurde ein Anstieg der 
Wachstumsrate gezeigt werden, der möglicherweise durch einen Anstieg des Zellvolumens 
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und nicht durch eine höhere Teilungsrate bedingt ist, und könnte die einsetzende 
Zellelongation am Ende der Kultivierung wiederspiegeln.  
Bei der Kultivierung von GFD#5 in MSNP konnte diese Veränderung nicht gezeigt 
werden. Die exponentielle Wachstumsphase bei dieser Fermentation dauert von 120-300 h 
und die Zellen wuchsen während dieses Zeitraums mit einer konstanten Wachstumsrate von 
µ = 0,0178 h
-1
. Auch bei der Kultivierung der Zelllinie GFERD#17 wurden zwei verschiedene 
Phasen erkannt, die sich jedoch gänzlich von denen in MS und MSN unterschieden. Wie 
schon zuvor erwähnt, zeigten die Zellen eine ausgeprägte Adaptionsphase von 300 h während 
der Fermentation. Innerhalb dieser 280 h wuchsen die Zellen mit einer sehr geringer 
Wachstumsrate von µ = 0,00359 h
-1
. Nach den 280 h begann das exponentielle Wachstum und 
die Kultur wuchs mit einer Rate von µ = 0,00799 h
-1
. Diese subtilen Veränderungen hätten 
mit Hilfe der konventionellen Methoden wenn überhaupt nur mit einem sehr großen Aufwand 
durch sehr hohe Probenmengen aufgedeckt werden können. 
Tabelle 3-16  Wachstumsraten der Kultivierung in den verschieden Medien  
Zelllinie Medium 1 Phase (Rote Linie) 2 Phase (Blaue Linie) 
  µ R2 µ R2 
GFD MS 0,01514 0,99663 0,02595 0,98057 
MSN 0,0087 0,9986 0,0163 0,98171 
MSNP 0,01784 0,99854 -- -- 
GFERD MSNP 0,00359 0,99116 0,00799 0,99768 
3.3.2 Bestimmung des intrazellulären Volumens und eines Korrekturfaktors  
Beim Aufschluss von BY-2-Zellen war auffällig, dass das Volumen an gewonnenem 
Extrakt immer deutlich über dem eingesetzten Puffervolumen lag. Durch die Freisetzung von 
intrazellulärer Flüssigkeit während der Extraktion ist ein Volumenzuwachs des Extraktes 
gegeben, der je nach eingesetzter Puffermenge unterschiedlich starken Einfluss nimmt. Um 
eine korrekte Berechnung der intrazellulären Konzentration bezogen auf das Zellgewicht 
durchführen zu können, sollte in diesem Versuch eine Korrekturfaktor in Abhängigkeit zur 
eingesetzten Puffermenge ermittelt werden. Bei dieses Versuch wurden 8 Verhältnisse von 
Puffer zu Zellen (Vb) beginnend bei 0,5 bis zu 4 in je 0,5 Schritten untersucht und das 
Volumen des gewonnenen Extraktes bestimmt. Generell wurde die Extraktion von BY-2 
Zellen mit Pufferverhältnisen von Vb = 2 und Vb = 3 durchgeführt. Um in diesen Bereichen 
eine bessere Aussagekraft zu erhalten wurden diese Vb´s mehrfach realisiert. Die eingesetzten 
Zellenmengen, Puffervolumen und gemessenen Extraktvolumen sind in Tabelle 3-17 
zusammengefasst.  
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Tabelle 3-17 Zusammenfassung der Messdaten  
Vb 
[µl∙mg-1] 
 
Zellen 
[mg] 
Volumen Puffer 
[µL] 
Volumen Extract 
[µL] 
Volumens-zunahme 
[%] 
0,5 585 293 720 246% 
1 512 512 900 176% 
1,5 521 782 1200 153% 
2 500 1000 1350 135% 
2 600 1200 1550 129% 
2 600 1200 1550 129% 
2 600 1200 1650 138% 
2,5 308 770 1000 130% 
3 324 972 1180 121% 
3 400 1200 1400 117% 
3,5 333 1165 1400 120% 
4 246 984 1150 117% 
 
Anhand der Volumenszunahmen wurde deutlich, wie stark der Unterschied gerade bei 
kleinen Vb Einfluss nimmt (Tabelle 3-17). Eine konservative Umrechnung, die diesen 
Zuwachs nicht beachtet, würde die 2G12-Konzentration bei kleinen Vb deutlich 
unterschätzen. In der Abbildung 3-22 ist der Faktor des Volumenzuwachses über Vb 
aufgetragen. 
 
Abbildung 3-22  Verlauf der Volumenszunahme gegen das Pufferverhältnis.  
Der Verlauf des Volumenzuwachs in Abhängigkeit zu Vb zeigt ein Verlauf der sich mit 
einer rationalen Funktion F(x) = 1 + a/x generell beschreibe lässt. Wobei x = Vb ist und F(x) 
der Faktor des Volumenszuwachses. Die Konstante a stellt das Volumen der intrazellulären 
Flüssigkeit dar. Durch den Fit konnte ein VIF von 0,7 ml∙g
-1
 ermittelt werden. Durch die 
Formel 3-1 ist es möglich eine genaue Berechnung der Biomassebezogenen 2G12-
Konzentration durchzuführen.  
Formel 3-1 Korrekturberechnung der 2G12-Konzentrationen bezogen auf die Biomasse 







b
bExtraktzelle
V
a
VCC 1  
CZelle: 2G12-Konzentration Biomasse [µg∙g
-1
Zelle] 
CExtrakt: 2G12-Konzentration im Extrakt [µg∙ml
-1
] 
Vb: Verhältnis Puffer zu Zellen [ml∙g
-1
] 
a : Intrazelluläre Flüssigkeit von 0,7 [mL ·g
-1
] 
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3.3.3 Vergleichende Fermentation in MSN- und MSNP-Medium 
Um festzustellen, ob eine Kultivierung in dem in 3.2 entwickeltem MSNP-Medium auch 
unter Produktionsbedingungen im Bioreaktor zu höheren extrazellulären 2G12-
Konzentrationen führt wurde bei den beiden in 3.3.1 durchgeführten Fermentation der 
Zelllinie GFD#5 der Verlauf der Konzentrationen über die Fermentationszeit untersucht. 
Beide Fermentationen wurden mit 5% derselben Vorkultur inokuliert. Bei beiden wurde ein 
Gelöstsauerstoff dO2-Setpoint von 20%, eine Temperatur von 26°C und eine Rührerdrehzahl 
von 150-200 rpm gewählt. Der pH-Wert wurde nicht geregelt. Die Steuerung des Sauerstoffs 
erfolgte über eine Kaskadensteuerung bei der im ersten Schritt Druckluft mit einer 
Begasungsrate von 0,1 vvm zugepulst wurde, wenn der Setpoint unterschritten wurde. War 
dies nicht mehr ausreichend wurde im zweiten Kaskadenschritt die Rührerdrehzahl 
hochgefahren um die OTR (oxygen transfer rate) zu erhöhen.  
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Abbildung 3-23 Online- und Offline-Daten der vergleichenden Fermentationen im MSN (A/B/C) und 
MNSP-Medium (D/E/F). Verlauf des Biomassesignal und der Leitfähigkeit beim den Fermentationen in MSN 
(A) und MSNP (D) (Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). Verlauf des des 
elöstsauerstoffes (dO2, blau) im Medium, Öffnung des Sauerstoffventils (cdO2, schwarz) und Rührerdrehzahl 
(grün) während der Fermentation in MSN (B) und MSNP (E). Entwicklung der intra (blau)- und extrazelluläre 
(schwarz) 2G12-Konzentrationen über die Kultivierungszeit in MSN (C) und MSNP (F). Die intra- und 
extrazelluläre Konzentration wurde mit Hilfe der Oberflächen Plasmon Resonanz bestimmt (2.2.8). 
Die Abbildung 3-23 zeigt die online und offline gemessenen Daten beider Fermentationen. 
In den Abbildung 3-23 A und D sind die Verläufe des Zellwachstums über die Fermentations-
zeit zu sehen. Die Zellen in MSNP-Medium zeigten ein kürzere Adaptionsphase von ~120 h 
als die Zellen in MSN-Medium von ~170 h, beide zeigten aber eine vergleichbar lange 
Wachstumsphase von 180-190 h. Bei der Kultivierung in MSNP wurde, wie schon in 3.3.1 
(Abbildung 3-20, Tabelle 3-16) gezeigt, eine höhere spezifische Wachstumsrate festgestellt 
als bei der Kultivierung in MSN. Dies wurde auch im Verlauf der Sauerstoffkonzentration, 
dem Controller-Output (cdO2) für das Luftventil und der Rührerdrehzahl deutlich (Abbildung 
3-23 B/E). Die Öffnungsdauer des Ventils und Erhöhung der Rührerdrehzahl spiegelt bei 
konstantem Gelöstsauerstoff die metabolische Aktivität der Zellen. Bei beiden Kultivierungen 
konnte der dO2-Setpoint über die gesamte Fermentationszeit gehalten werden.  
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Die höchste metabolische Aktivität bei MSN zeigte sich zwischen 319-364 h und bei 
MSNP zwischen 210-283 h. Somit war die Phase der höchsten metabolischen Aktivität fast 
doppelt so lang beim MSNP wie bei MSN. Um den Setpoint bei MSNP zu halten, war eine 
größere OTR notwendig als bei MSN, was u.a. an der höheren Rührerdrehzahl bei MSNP 
deutlich wird. Zusammenfassend erreichte die Kultur in MSNP schneller die 
Wachstumsphase und zeigte währenddessen eine höhere spezifische Wachstumsrate und 
metabolische Aktivität. 
Bei der MSN-Fermentation schwankte die intrazelluläre Antikörpermenge für 220 h 
zwischen 15-20 mg∙kg-1, sank danach auf einen Wert von 10 mg∙kg-1 und blieb dann erneut 
für die restliche Dauer nahezu konstant. Die starke Abnahme der intrazellulären 
Konzentration fand kurz nach Beginn des Zellwachstums statt. Da jedoch zu diesem 
Zeitpunkt keine starke Anreicherung des Antikörpers im Medium und bei der extrazellulären 
Konzentration sogar eine leichte Abnahme zu verzeichnen war, konnte die Abnahme in den 
Zellen nicht durch eine Freisetzung aus dem Apoplasten erklärt werden. Zu Beginn der 
Fermentation in MSN nach die extrazelluläre 2G12-Konzentration nur mit einer geringen 
Rate zu. Ab dem Zeitpunkt, an dem das Sauerstoffventil zu 100% geöffnet war, konnte jedoch 
ein extrem starker Anstieg der extrazellulären 2G12-Konzentration verzeichnet werden, was 
zu einer finalen Konzentration von 9 mg∙L-1 nach 384 h führte. Zwischen 288 h und 384 h 
wurde der Antikörper mit einer fast konstanten maximalen Sekretionsrate von 2,2 mg·L-1·d-1 
ins Medium freigesetzt.  
Bei der Fermentation in MSNP stieg die Konzentration in den Zellen während der ersten 
170 h kontinuierlich bis auf einen maximalen Wert von 50 mg∙kg-1 an und nahm danach bis 
zum Ende der Kultivierung kontinuierlich wieder bis auf 9 mg∙kg-1 ab. Auch beim MSNP-
Medium korrelierte der Begin der Abnahme mit dem nach Eintritt in die exponentielle Phase. 
Erneut wurde kein deutlicher Anstieg der extrazellulären Konzentration erreicht. Zu diesem 
Zeitpunkt könnte eine Änderung im Metabolismus der Zellen aufgetreten sein, die kurzzeitig 
entweder den Abbau des Antiköpers begünstigte oder die Expression verlangsamte. Da aber 
auch bei der MSNP-Fermentation zum Zeitpunkt der höchsten metabolischen Aktivität ein 
starker Anstieg der extrazellulären 2G12-Konzentration gemessen werden konnte, schien 
dieser Effekt reversible zu sein. Was genau zu diesem Zeitpunkt passiert, müsste durch 
weitere Versuche genauer aufgeklärt werden. Kurz vor Ende der MSNP-Fermentation wurde 
eine maximale extrazelluläre Konzentration von 18 mg∙L-1 erreicht. Diese Fermentation zeigte 
die höchste Sekretion zwischen 190 h-288 h mit einer Rate von 6,3 mg·L-1·d-1. 
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Aus diesen Ergebnissen zeigte sich, dass die Resultate aus 3.2 bei der Maßstabs-
vergrößerung reproduziert werden konnten. Es konnte durch den Einsatz des MSNP-Medium, 
im Vergleich zum bereits optimierten MSN Medium, eine weitere Steigerung der 
extrazellulären 2G12-Konzentration um den Faktor 2, eine Verkürzung der Prozesszeit um 
~70 h und eine Verdreifachung der Sekretionsrate erreicht werden.  
3.3.3.1 Reinigung der Antikörper  
Bei beiden Fermentationen wurde der extrazelluläre Antikörper mittels 
Affinitätschromatographie wie in 2.2.14 beschrieben gereinigt. Um bei der Kultivierung von 
BY-2 Zellen entstehende extrazelluläre Polysaccharide zu entfernen, wurden die Überstände 
eingefroren und wieder aufgetaut, wodurch die Polysaccharide aggregierten und mittels 
Zentrifugation entfernt werden konnten. Nach der Zentrifugation wurden die Überstände über 
einen Faltenfilter filtriert. Bei der MSN-Fermentation wurden insgesamt 0,9 L und bei der 
MSNP-Fermentation 1,4 L mit Hilfe einer Affinitätschromatographie gereinigt. 
 
Abbildung 3-24 Chromatograme der Affinitätsreiniung der Kulturüberstände der MSN- (A) und 
MSNP-Fermentationen (B). Beide Chromatographien wurden wie in 2.2.14 beschrieben mit Hilfe einer 
Protein A Affinitätschromatographie gereingt (Chromatographiemedium: Ceramic HyperD F; Flussrate 
8,5 mL∙min
-1
). 
Bei beiden Chromatographien befanden sich nur sehr geringe Mengen des Antikörpers im 
Durchfluss und in der Fraktion, die während des Waschens gesammelt wurde. Bei der 
Reinigung aus der MSN-Fermentation enthielt der Überstand eine Gesamtmenge an 2G12 von 
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5,4 mg. Davon wurden insgesamt 1,3 mg von der Säule eluiert, was einer Ausbeute von 24% 
entsprach. Bei der Reinigung der MSNP-Fermentation enthielt der Überstand eine 
Gesamtmenge an 2G12 von 10,4 mg, wovon insgesamt 7,15 mg eluiert werden konnten. Bei 
der Reinigung aus MSNP zeigte sich eine deutlich höhere Ausbeute von 69%. Die 
Konzentrationen des Antikörpers in den einzelnen Fraktionen waren immer noch sehr niedrig 
(Abbildung 3-24). Für die weiteren Analysen wurden im nächsten Schritt die Fraktionen 
konzentriert und anschließend dialysiert.  
3.3.3.2 Bestimmung der Antigenbindungsaktivität Aktivität 
Zur Bestimmung der Aktivität des 2G12 gegen sein Antigen gp120 wurde mittels Biacore-
Messung fünf Verdünnungen der Antikörperpräparationen über Protein A, Protein L und 
gp120 gemessen. Vor der eigentlichen Aktivitätsmessung wurde eine Messung der einzelnen 
Präparationen über Protein A durchgeführt, um die Verdünnungen so zu wählen, dass 
vergleichbare Response Units (RU) von etwa 900, 600, 400, 250, 180 RU erreicht wurden. 
Bei der Aktivitätsmessungen wurde über Protein A die Menge an richtig gefalteter schwerer 
Kette und über Protein L die Menge an richtig gefalteter leichter Kette detektiert, egal ob es 
sich dabei um biochemisch aktiven oder inaktiven Antikörper handelt. Die Messung über 
gp120 ermittelte nur den aktiven assemblierten Antikörper und keine freien Ketten. Bei allen 
drei Oberflächen können Degradationsprodukte, solange sie die für Bindung notwendige 
Domäne noch beinhalten, gemessen werden. Die jeweiligen Bindungsraten der gp120-
Oberfläche wurden gegen die Bindungsraten der Protein A/L-Oberfläche aufgetragen und die 
Steigungen der Geraden durch lineare Regression ermittelt. Um die relative Aktivität 
bestimmen zu können, wurde dieselbe Messung mit einem Standardantikörper aus CHO-
Zellen (2G12CHO) durchgeführt. Die Bindungsraten aus der Messung des 2G12CHO wurden als 
100% Aktivität gewertet. Die Steigungen der einzelnen Geraden wurden miteinander 
verglichen.  
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Abbildung 3-25 Aktivitätsbestimmung der gereinigten Antiköper aus der MSN-Fermentation 
(
MSN
2G12BY-2) und MSNP-Fermentation (
MSNP
2G12BY-2) im Vergleich zu einem in CHO-Zellen (2G12CHO) 
produzierten 2G12. Alle Aktivitätsmessungen wurden mit Hilfe der Oberflächen Plasmon Resonanz 
durchgeführt (2.2.8). Zur Bestimmung des Bindungsverhältnisse zwischen Protein L und Protein A wurde die 
Werte der Protein L Messungen gegen die der Protein A Messungen aufgetragen und eine Lineare Regression 
durchgeführt (A). Zur Bestimmung des aktiven Bindungsverhältnis wurde die Werte der gp120-Messung einmal 
gegen die Protein A (B) und gegen die Protein L (C) Messung aufgetragen und eine lineare Regression 
durchgeführt. Die Lineare Regression wurde mit Hilfe der Software OriginPro 8.1G durchgeführt.  
Die Messung der einzelnen Verhältnisse zueinander, wie Protein L/ Protein A, 
gp120/Protein A und gp120/Protein L ermöglichte eine Charakterisierung der 
Bindungseigenschaften der einzelnen Antikörperpräparationen. Eine starke Abweichung der 
Bindungseigenschaften einer Präparation von denen des 2G12CHO in beide Richtungen deutet 
meist auf eine geringere Qualität hin. Die Ergebnisse für die 
MSNP
2G12BY-2 Präparation 
zeigten sehr vergleichbare Ergebnisse, also eine sehr vergleichbare Qualität des Antikörpers. 
Das Verhältnis von gp120/Protein L der 
MSN
2G12BY-2 war ebenfalls vergleichbar mit dem 
2G12CHO, jedoch war das von Protein L/Protein A und von gp120/Protein A der 
MSN
2G12BY-2 
deutlich höher (Abbildung 3-25, Tabelle 3-18). Die wahrscheinlichste Erklärung hierfür wäre 
eine Verringerung von Protein A-Bindungsstellen innerhalb dieser Präparation. Dies könnte 
zum einen durch ein Degradationsprodukt der schweren Kette entstehen oder durch eine 
Modifikation des Proteins, das eine Inaktivierung der Protein A-Bindungsstelle zur Folge hat 
(Abbildung 3-25, Tabelle 3-18).  
Tabelle 3-18 Charakterisierung der Antigenbindungseigenschaften  
 Protein L/ Protein A gp120 / Protein A gp120 / Protein L 
 Verhältnis % CHO Verhältnis % CHO Verhältnis % CHO 
2G12CHO 0,4958 ± 0,0050 -- 0,1546 ± 0,0018 -- 0,3118 ± 0,0007 -- 
MSN2G12BY-2 1,8571 ± 0,0022 375 0,5059 ± 0,0051 327 0,2724 ± 0,0027 87 
MSNP2G12BY-2 0,6160 ± 0,0051 124 0,1598 ± 0,0016 103 0,2595 ± 0,0020 83 
 
Um diese näher zu untersuchen, wurde eine SDS-PAGE und Westernblot Analyse aller 
drei Präparationen unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen durchgeführt 
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(Abbildung 3-26).  
 
Abbildung 3-26 SDS-PAGE (2.2.5) und Westernblot-Analyse (2.2.6) der gereinigten Antikörper 
MSN
2G12BY-2, 
MSNP
2G12BY-2 und 2G12CHO unter nicht reduzierenden und reduzierenden 
Probenbedingungen. SDS-PAGE unter nicht reduzierenden (A) und reduzierenden (D) Probenbedingungen. 
Westernblot-Analyse der schweren Kette unter nicht reduzierenden (B) und reduzierenden (E) 
Probenbedingungen. 1: 2G12CHO; 2: 
MSNP
2G12BY-2; 3: 
MSN
2G12BY-2; M: Proteingrößenmarker Pageruler in kDa 
Immunologischer Nachweis der schweren Kette mit einem Ziegen--human IgG-FCAP (2.1.4) und dem Substrat 
NBT/BCIP. Westernblot-Anaylse der leichten Kette unter nicht reduzierenden (C) und reduzierenden (F) 
Probenbedingungen. Immunologischer Nachweis der leichten Kette mit einem Ziegen--humanAP (2.1.4) und 
dem Substrat NBT/BCIP. H: schwere Kette; L: leichte Kette; H
*
: Teile einer degradierten schweren Kette. 
Bei der SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen (Abbildung 3-26 A) konnte 
bei allen drei Proben die Bande des voll assemblierten Antikörper (H2L2) bei 150 kDa und die 
Bande des Dimers der schweren Kette mit einer leichten Kette bei 125 kDa (H2L) 
nachgewiesen werden. Bei den beiden Proben 2G12CHO und 
MSNP
2G12BY-2 wurde eine weitere 
Bande bei 100 kDa sichtbar. Aufgrund der Größe könnte dies ein Dimer der schweren Kette 
(H2) oder aber eine schwere Kette mit zwei leichten Ketten (HL2). Da diese Bande sowohl bei 
dem Westernblot, bei dem die schwere Kette detektiert wurde (Abbildung 3-26 B), als auch 
bei dem der leichten Kette (Abbildung 3-26 C) sichtbar wurde, musste es sich dabei um die 
HL2 handeln. Diese Bande wurde bei der Probe 
MSN
2G12BY-2 nicht sichtbar, jedoch eine 
deutliche Bande kurz unterhalb der 100 kDa. Diese Bande wurde auch mit vergleichbarer 
Intensität beim dem Westerblot der leichten Kette sichtbar, allerdings nur sehr schwach bei 
dem der schweren Kette. Bei dieser Bande wurde vermutet, dass es sich dabei um verkürzte 
schwere Ketten mit zwei leichten Ketten handelte (H
*
2L2), ähnlich eines Fab-Fragmentes. Da 
die schwere Kette noch mit leichten Ketten assembliert ist und die Bande bei etwa 100 kDa 
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läuft sollten die variable Domäne (VH) und die CH1 noch vorhanden sein, die Domänen CH2 
und CH3 aber nicht mehr. Da beim Westernblot der Nachweis der schweren Kette mit Hilfe 
eine Fc-spezifischen Antikörper durchgeführt wurde, bestand die Möglichkeit, dass der 
verkürzte Teil der schweren Kette nicht mehr von dem Antikörper erkannt werden kann. 
Dafür spricht auch das Ergebnis unter reduzierenden Bedingungen (Abbildung 3-26 D). 
Hierbei war auffällig, dass das Verhältnis der Intensität der Banden der schweren und leichten 
Kette bei der Probe 
MSN
2G12BY-2 sehr untypisch war. Bei einem vollassemblierten Antikörper 
unter reduzierenden Probenbedingungen würde das Verhältnis der Intensität der Bande der 
schweren Kette gegenüber der leichten Kette 2:1 (H:L) betragen, bei der Probe 
MSN
2G12BY-2 
war das Verhältnis umgekehrt. Sollte die schwere Kette genau in der Region zwischen der 
CH1 und CH2 degradiert wurden sein, würden die beiden Degradationsprodukte etwa dieselbe 
Größe von ~ 25 kDa aufweisen und auf derselben Größe laufen, wie die leichte Kette. Beim 
Westerblot gegen die schwere Kette gab es auf der Höhe von 25 kDa kein Signal (Abbildung 
3-26 E). Eventuell kann der Anti-Humane Antikörper beide Degradationsprodukte nicht mehr 
erkennen. Die Banden von 150 kDa, ~ 100 kDa, 75 kDa, 25 kDa unter nicht reduzierenden 
Bedingungen und die 50 KDa und 25 kDa unter reduzierenden Bedingungen der Probe 
MSN
2G12BY-2 Banden wurden mit einer Massenspektroskopie (3.3.3.3) genauer untersucht.  
3.3.3.3 Massenspektroskopie der MSN2G12BY-2 Präparation 
Für die Massenspektroskopie (MS) wurden eine SDS-Page unter reduzierenden und nicht 
reduzierenden Bedingungen durchgeführt und die Banden wie in Abbildung 3-27 markiert 
ausgeschnitten und mittels Massenspektroskopie analysiert.  
 
 
Abbildung 3-27 SDS-PAGE (2.2.5) der Proben für die MS-Analyse. A: SDS-Page des gereinigten 
Antikörper aus der MSN-Fermentation unter nicht reduzieren Bedingungen. B: SDS-PAGE des gereinigten 
Antikörper aus der MSN-Fermentation unter reduzierenden Bedingungen. 1-5: Banden die mittels 
Massenspektroskopie anaylsiert wurden.  
Durch die MS-Analyse der Bande 1 (150 kDa), die wahrscheinlich die Fraktion des 
Volllängenantiköper (H2L2) darstellt, konnte Peptide sowohl der leichte Kette als auch der 
schwere Kette des Antikörpers nachgewiesen werden. Demnach konnte sicher davon 
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ausgegangen werden, dass es sich um den Volllängenantikörper (H2L2) handelte. Beim 
Sequenzvergleich der Bande 2 (~100 kDa), die die verkürzte schwere Kette und die gesamte 
leichte Kette enthalten sollte (H
*
2L2), konnte die gesamte leichte Kette nachgewiesen werden, 
bei der schweren Kette waren jedoch nur Peptide aus der VH und CH1 vorhanden nicht aber 
aus der CH2 oder CH3, was die Annahme, dass es sich um eine verkürzte Form der schweren 
Kette handelt, bestärkte. Bei der Bande 3 (75 kDa), die eine schwere und leichte Kette 
enthalten könnte (HL), wurden Domänen aus beide Ketten gefunden. Bei der Bande 4 
(25 kDa), die eigentlich nur freie leichte Kette enthalten sollte, wurde angenommen, dass 
zusätzlich noch die beiden Degradationsprodukte der schweren Kette enthalten sind. Die 
leichte Kette konnte identifiziert werden. Bei der schweren Kette wurden nur Peptide aus der 
N-terminalen und der C-terminalen Sequenz gefunden. Die Mittleren Peptide aus der CH2, die 
bei der Bande 1 gefunden wurden, tauchten bei dieser Probe nicht auf. Somit bestätigte auch 
hier die MS-Analyse die Annahme, dass diese Bande nicht nur die leichte Kette sondern auch 
Degradationsprodukte der schweren Kette enthielt. Bei der Bande 5 (55 kDa), die nur die 
schwere Kette enthalten sollte, wurde auch nur Peptide der schweren Kette gefunden und 
beim Sequenzvergleich der Bande 6 (25 kDa), die nur leichte Kette enthalten sollte, ähnlich 
wie die Bande 4, konnte die leichte Kette aber auch Peptide aus de VH1 und CH1 der schweren 
Kette gefunden werden. Es konnte also erneut erhärtet werden, dass eine verkürzte schwere 
Kette in der Probe enthalten war. Die Ergebnisse der Massenspektroskopie-Analyse sind in 
Tabelle 3-19 zusammengefasst.  
Tabelle 3-19 Zusammenfassung der Ergebnisse der Massenspektroskopie 
Probe 
Größe 
[kDa] 
Struktur 
Identifikation der Ketten des Antikörpers 
2G12 
1 150 
 
 Schwere Kette 
 Leichte Kette 
 
2 ~100 
 
 VH-CH1 schwere Kette 
 Leichte Kette 
 
3 75 
 
 Schwere Kette 
 Leichte Kette 
 
4 25 
 
 N-terminus schwere Kette 
 C-terminus schwere Kette 
 Leichte Kette 
 
5 55 
 
 Schwere Kette 
 
6 25 
 
 VH-CH1 schwere Kette 
 Leichte Kette 
leichte Kette; schwere Kette; VH-CH1 der schwere Kette;  CH2-CH3der schwere Kette;  
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3.3.3.4 N-Glykan Analyse der Antikörper 
Die N-Glykan-Analysen wurden von Prof. F. Altmann an der Universität für Bodenkultur 
in Wien durchgeführt. Zur Analyse wurden die Proteine mit einer SDS-PAGE aufgetrennt und 
die Banden der schweren Kette (HC) ausgeschnitten und die schwere Kette mit Trypsin 
verdaut (spalten nach Lysin (K) oder Arginin (R) sofern kein Prolin folgt). Die einzelnen 
Fragmente wurden über eine Flüssigchromatographie separiert und anschließend direkt in 
einem Massenspektrometer gemessen.  
 
Abbildung 3-28 Massenspektren der N-Glykan-Analyse der Proben aus MSNP (A/B) und MSN (C/D). 
A: Spektrum des untere Massenbereich mit dem nicht-glykosylierten Peptide der MSNP Probe B: Spektrum des 
höheren Massenbereich der MSNP Probe. C: Spektrum des untere Massenbereich mit dem nicht-glykosylierten 
Peptide der MSN Probe; D: Spektrum des höheren Massenbereich der MSN Probe. Die Massenspektroskopie 
wurde wie in 2.2.15 beschrieben durchgeführt.  
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Die Probe aus MSNP zeigte neben der Hauptform GnGnXF (83,9%) noch die Form 
GnMXFi (11,3%) und nicht glykosyliertes Protein (4,8%) (Abbildung 3-28, Tabelle 3-20). 
Bei GnGnXF handelt es sich um die erwartet komplexe Glykoform für sekretierten 
Antikörper aus Pflanzen. Bei der Form GnMXFi handelt es sich eigentlich um eine vakuoläre 
Form, die jedoch schon öfter in Glykoproteinen aus BY-2 Überständen beobachtet werden 
konnte (Holland et al. 2010; Misaki et al. 2001). Die Tatsache, dass keine high-mannose 
Formen und auch keine nicht weitere typische vakuolären Formen wie MMXF und MUFX im 
Überstand nachgewiesen werden konnte, zeigt, dass die GnMXFi-Form nicht durch Zelllyse 
ins Medium gelangt ist. Die beiden Formen GnGnXF und GnMXF machen zusammen 
genommen 95% der Glykoformen aus. Das bedeutet, dass aus dem Überstand der MSNP-
Fermentation gereinigter Antikörper über ein relativ homogenes N-Glykanmuster verfügt und 
die Qualität des Antikörper nicht negativ durch das Medium beeinflusst wird.  
Die Probe aus MSN-Medium zeigt ein deutlich inhomogeneres Glykanmuster. Hier traten 
die komplexen sekretierten Formen GnGnXF (54,5%) und GnMXFi (29,3%), aber auch 
intrazelluläre Formen wie MMXF (3,1%) und Man5 (8,4%) und auch nicht glykosyliertes 
Protein (4,7%) auf. Diesen beiden intrazellulären Formen geben Hinweise darauf, dass 
Antikörper durch Zelllyse in den Überstand gelangte. Bei der Form Man5 handelt es sich um 
eine Form aus dem Golgi-Apparat, demnach um nicht vollständig prozessierten Antikörper. 
MMXF ist eine vakuoläre Form. 
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Tabelle 3-20 Zusammenfassung der N-Glykan-Analyse der gereinigten Antikörper aus MSN uns MSNP 
ID Struktur Masse [Da] 
Häufigkeit in %
(*)
 
MSN MSNP 
Nicht glykosyliert -- 1189,51 4,7 4,8 
Man5 
 
2405,9 8,4 -- 
MMXF 
 
2359,92 3,1 -- 
GnMXFi 
 
2563,03 29,3 11,3 
GnGnXF 
 
2766,23 54,5 83,9 
(*) Zur Bestimmung der relativen Häufigkeiten wurden die Peaks ausgemessen und die prozentualen Längenanteile bestimmt.  
    Da 
GlcNAc
Xylose
Fucose
Manose
Erklärung der Zucker 
3.3.4 Fed-batch Fermentation  
Im Rahmen dieses Versuches sollte eine fed-batch Strategie mit Hilfe eines Mixed-Feed 
aus Saccharose und Nitrat entwickelt werden. Die Konzentration der Feedlösung betrug 
150 g∙L-1 Saccharose und 600 mM KNO3. Es wurden zwei Fermentationen in MS-Medium 
mit jeweils unterschiedlichen Anfangskonzentrationen an Saccharose von 5 g∙L-1 und 20 g L-1 
durchgeführt. Zum Zeitpunkt, wenn die vorgelegte Saccharose verbraucht war, sollte der Feed 
mit einer Rate 1,2 mL∙L·-1·h-1 gestartet werden. Zur Bestimmung der Feedrate wurden die 
Aufnahmeraten für Saccharose und KNO3 aus vorhergehenden Fermentationen bestimmt 
(Daten nicht gezeigt). Bei der Saccharose wurden Aufnahmeraten zum Zeitpunkt der höchsten 
metabolischen Aktivität von 350-500 mg·L
-1
·h
-1
 und für das KNO3 40-50 mg·L
-1
·h
-1
 be-
stimmt. Anhand des Verlaufs der Öffnung des Sauerstoffkontrollventils (cdO2) wurde der 
Zeitpunkt bestimmt, an dem der Feed gestartet werden sollte. Zu diesem Zeitpunkt sollte der 
Feed gestartet werden. Der Setpoint für die Gelöstsauerstoffkonzentration lag bei 20% und 
der für die Temperatur bei 26°C. Die Rührerdrehzahl betrug 150 rpm. Zur besseren Übersicht 
wird im Weiteren die jeweilige Anfangskonzentration der Saccharose benutzt als 
Bezeichnung der Fermentation benutzt (Sac5, Sac20).
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Abbildung 3-29 Online Daten (A/B), und extrazelluläre 2G12-Konzentration und PCV (C/D) der fed-
batch Fermentationen Sac5 und Sac20. A/B: Verlauf des Gelöstsauerstoffes (dO2, blau) im Medium, Öffnung 
des Sauerstoffventils (cdO2, schwarz) und des Feeds (rot) während der fed-batch Fermentationen Sac5 (A) und 
Sac20 (B). C/D: Entwicklung der extrazelluläre 2G12-Konzentrationen (schwarz) und des PCV (grün) über die 
Kultivierungszeit der fed-batch Fermentationen Sac5 (C) und Sac20 (D). Die extrazellulätre Konzentration 
wurde mit der Oberflächen Plasmon Resonanz bestimmt (2.2.8). Das PCV wurde wie in beschrieben 2.2.2 
bestimmt.  
Bei der Sac5-Fermentation wurde nach 95 h der Feed gestartet, da der cdO2 wieder ab-
nahm (Abbildung 3-29 A). Zum Startzeitpunkt des Feeds war ein PCV von 20 % erreicht, 
welches in ca. 150 h auf ~65 % anstieg und danach für den weiteren Verlauf konstant blieb. 
(Abbildung 3-29 D, grüne Punkte). Die extrazellulär vorliegende 2G12-Konzentration stieg 
im Verlauf der Fermentation während der ersten 288 h nur sehr gering an, dann jedoch in den 
letzten 192 h deutlich stärker auf eine maximale Konzentration von 2,93 mg∙L-1 (Abbildung 
3-29 D, schwarz Boxen). Die höchste Sekretionsrate von 320 µg·L
-1
·d
-1
wurde während des 
Zeitraum von 288-480 h, in dem keine Biomassezunahme mehr stattfand, gemessen.  
Bei der Sac20-Fermentation nahm der cdO2 nach 125,5 h wieder ab und der Feed wurde 
gestartet (Abbildung 3-29 C). Zu diesem Zeitpunkt hatte die Kultur ein PCV von 35%. Die 
Kultur wuchs innerhalb der nächsten 42 h auf ein maximales PCV von 60% an und das PCV 
blieb für die restlichen 316 h bis zum Ende der Kultivierung konstant (Abbildung 3-29 F, 
grün Punkte). Die extrazelluläre 2G12-Konzentration blieb die ersten 147 h nahezu konstant 
und zeigte ab dann einen konstanten Anstieg bis zum Ende der Fermentation auf eine finale 
Konzentration von 4,35 mg∙L-1 (Abbildung 3-29 F, schwarze Boxen). Auch bei der Sac20-
Fermentation wurde die höchsten Produktbildungsrate von 275 µg·L
-1
·d
-1 
ab dem Zeitpunkt 
gemessen an dem keine Zunahme der Biomasse mehr auftrat.  
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3.3.5 Fermentation der Zelllinie GFERD in MSNP 
In diesem Versuch sollte die Kultivierung in dem in 3.2 entwickeltem MSNP-Medium der 
Zelllinie GFERD#17 unter Produktionsbedingungen im Bioreaktor untersucht werden. Die 
Fermentation wurde mit 5% einer 7 Tage alten Vorkultur inokuliert. Als Einstellungen 
wurden ein Gelöstsauerstoff dO2-Setpoint von 20%, eine Temperatur von 26°C und eine 
Rührerdrehzahl von 150-200 rpm gewählt. Der pH-Wert wurde nicht geregelt. Die Steuerung 
des Sauerstoff erfolgte auch hier über eine Kaskadensteuerung.  
 
Abbildung 3-30 Online- und Offline-Daten der Fermentation der Zellline GFERD#17 im MSNP-
Medium. A: Verlauf des Biomassesignal und der Leitfähigkeit. B: Verlauf des Gelöstsauerstoffes (dO2, blau) im 
Medium, Öffnung des Sauerstoffventils (cdO2, schwarz) und Rührerdrehzahl (grün) während der Fermentation. 
C: Entwicklung der intrazellulären 2G12-Konzentrationen (schwarz) und der Ausbeute bezogen auf das 
Kulturvolumen (orange) über die Kultivierungszeit. Die intrazellulätre Konzentration wurde mit der Oberflächen 
Plasmon Resonanz bestimmt (2.2.8). Die Kapazität und Leitfähigkeit wurde wie in beschrieben Fehler! 
erweisquelle konnte nicht gefunden werden. bestimmt. 
In der Abbildung 3-30 sind die online und offline gemessenen Daten der Kultivierung der 
Zelllinie GFERD#17 in MSNP-Medium gezeigt. Die Zellen zeigten eine lange Adaptions-
phase von 288 h, in der ein sehr langsamer kontinuierlicher Anstieg des Kapazitätssignal 
stattfand, gefolgt von 190 h Zellwachstums (Abbildung 3-30 A). Die Dauer der 
Wachstumsphase unterschied sich somit nicht deutlich von der, die bei der Kultivierung der 
Zelllinie GFD#5 in MSNP erreicht wurde (Dauer Wachstum: 180 h, 3.3.2, Abbildung 3-23 D) 
und auch nicht von der für die Zelllinie GFERD#17 im 30-L Maßstab (Dauer Wachstums: 
190 h, 3.3.6, Abbildung 3-34 A). Während des Zellwachstums konnte auch die höchste 
metabolische Aktivität beobachtet werden. Dies wurde anhand des Verlaufs des Controller-
Outputs und der Rührerdrehzahl ersichtlich (Abbildung 3-30 B). Die intrazellulär 2G12-
Konzentration nahm in den ersten 120 h der Fermentation kontinuierlich bis zu einem Wert 
von 430 mg∙kg-1 zu: Im weiteren Verlauf bis 356 h Kultivierungszeit schwankte die 
Konzentration um einen Wert von 400 ± 50 mg∙kg-1 mit einer maximalen Konzentration von 
475 mg∙kg-1 zum Zeitpunkt von 219 h. Nach 356 h nahm die Konzentration bis zum Ende der 
Kultivierung wieder bis auf 260 mg∙kg-1 ab (Abbildung 3-30 C). Die Ausbeute stieg über die 
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gesamte Dauer der Fermentation, bedingt durch den gleichzeitigen Anstieg der Biomasse, 
stetig bis auf 40 mg∙L-1 Kulturvolumen an.  
Vergleicht man die Konzentrationen mit denen aus der Kultivierung in MS-Medium 
(3.3.6) konnte eine deutliche Steigerung der intrazellulären 2G12-Konzentration je nach 
Zeitpunkt um den 9-11 gezeigt werden. Generell zeigte sich das MSNP-Medium auch bei 
einem intrazellulär vorliegenden Protein als geeignetes Produktionsmedium, da es eine 
Steigerung der Produktivität mit sich brachte. Jedoch trat auch bei der Kultivierung in diesem 
Medium das Phänomen auf, dass am Ende der Kultivierung die Produktbildungsrate 
abflachte. Trotz erfolgreichem kontinuierlichen Anstiegs der Ausbeuten über den gesamten 
Prozess könnten weitere Steigerung dadurch erreicht werden, das vermieden wird, dass die 
Produktbildungsrate zum Ende des Prozess hin abflacht. 
3.3.5.1 Reinigung des mAk 2G12 aus dem Zellextrakt 
Zur Überprüfung ob die Kultivierung in MSNP-Medium nicht nur eine Steigerung der 
Produktivität sondern auch eine gleich bleibende Qualität des Antikörpers zur Folge hatte 
wurde der Antikörper mittels Affinitätschromotographie über eine Protein A Matrix gereinigt. 
Dafür wurden die Zellen vorher mit 2 Puffervolumen in einem Waring™-Blender 
homogenisiert und der Zellextrakt mittels Zentrifugation (20 min, 10000 g, 4°C) von den 
Zelltrümmern getrennt. Anschließend wurde der pH-Wert auf 8 eingestellt und der Zellextrakt 
für 20 min auf einem Rührer inkubiert. Der pH-Shift führte zur Ausfällung weiterer Feststoffe 
aus dem vorgeklärten Extrakt, die erneut durch Zentrifugation (20 min, 25000 g, 4°C) 
abgetrennt wurden. Anschließen konnte der Extrakt über einen 0,2 µm Filter auf die Säule 
aufgetragen werden. Insgesamt wurden 400 mL Extrakt auf die Säule gegeben. 
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Abbildung 3-31 Chromatogramm (A) und SDS-PAGE (B) der Affinitätsreinigung des Zellextraktes 
aus der Fermentation der Zellinie GFERD#17 in MSNP-Medium. Beide Chromatographien wurden wie in 
2.2.14 beschrieben mit Hilfe einer Protein A Affinitätschromatographie gereingt (Chromatographiemedium: 
Ceramic HyperD F; Flussrate 8,5 mL∙min
-1
). B: SDS-PAGE (2.2.5) der Proben aus der Affinitätsreinigung 
(2.2.14). Die Bandenhöhe für die schwere Kette ist mit einer blauen Pfeilspitze und die für die leichte Kette mit 
einer roter Pfeilspitze makiert.  
Die Abbildung 3-31 zeigt das Chromatogramm der Reinigung des Antikörpers aus dem 
Zellextrakt. Im Durchfluss und in der Waschfraktion konnten nur sehr geringe Mengen an 
Antikörper nachgewiesen werden. Nach einem Säulenvolumen an Elutionspuffer startete die 
Fraktionierung in 15 ml Schritten. Nach etwa 70 ml stieg das 260/280 nm an fiel jedoch auch 
wieder ab. Dieser Vorpeak wurde zur weiteren Untersuchung in einer einzelne Fraktion 
gesamt (F3), um zu überprüfen ob der Antikörper dieser Fraktion sich qualitativ von der 
Hauptfraktion unterschied. Nach weiteren 25 mL Elutionspuffer stieg das Signal zum 
Hauptpeakt an, welcher in insgesamt 6 Fraktionen je 15 ml gesammelt wurde (Abbildung 
3-31 A). Die Fraktion des Vorpeaks F3 und die Fraktionen F6-F14 wurden mittels SDS-
PAGE auf Antikörper-Gehalt analysiert (Abbildung 3-31 B). In der Fraktion des Vorpeaks F3 
konnte eine sehr geringe Menge an Antikörper gezeigt werden. Die Fraktionen F7-F12 
enthielten Antikörper, wobei sich die Hauptmenge auf die Fraktionen F8 und F9 aufteilte, die 
Fraktionen F6 und F13-14 enthielten keine Antikörper. Die Fraktionen F7-F12 wurden 
vereinigt und gegen 10 mM Acetat dialysiert und danach die Konzentration mittels Biacore 
gemessen. Die 400 mL Extrakt enthielten eine Gesamtmenge an 2G12 von 40,8 mg. Davon 
konnten insgesamt 31 mg in 63 mL gereinigt werden, was einer Ausbeute von 76% entsprach. 
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3.3.5.2  Aktivitätsbestimmung des mAK 2G12 
Die Aktivität des in 3.3.5.1 gereinigten Antikörpers und des Antikörper des Vorpeaks 
wurde mittels Biacore-Messung bestimmt. Zur Bestimmung der relativen Aktivität wurde die 
Messung auch mit einem aus CHO-Zellen produzierten 2G12 durchgeführt und mit den 
Messungen des 2G12 aus BY-2 verglichen.  
 
Abbildung 3-32 Aktivitätsmessung des gereinigten Antikörpers aus der Fermentation der Zelllinie 
GFERD#17 in MSNP-Medium im Vergleich zu einem in CHO-Zellen (2G12CHO) produzierten 2G12. Alle 
Aktivitätsmessungen wurden mit Hilfe der Oberflächen Plasmon Resonanz durchgeführt (2.2.8). Zur Bestim-
mung des Bindungsverhältnisse zwischen Protein L und Protein A wurde die Werte der Protein L Messungen 
gegen die der Protein A Messungen aufgetragen und eine Lineare Regression durchgeführt (A). Zur Bestimmung 
des aktiven Bindungsverhältnis wurde die Werte der gp120-Messung einmal gegen die Protein A (B) und gegen 
die Protein L (C) Messung aufgetragen und eine lineare Regression durchgeführt. Die Lineare Regression wurde 
mit Hilfe der Software OriginPro 8.1G durchgeführt 
Zur Bestimmung der Bindungsverhältnisse wurden zu einem die erreichten Response Units 
(RU) der Protein L Messung gegen die der Protein A-Messung aufgetragen (Abbildung 
3-32 A). Zum anderen wurden die erreichten RU der gp120 Messung gegen die der Protein A 
(Abbildung 3-32 B) und Protein L (Abbildung 3-32 C) Messung aufgetragen und bei allen 
eine lineare Regression durchgeführt, um die Steigungen der Geraden zu bestimmen (Tabelle 
3-21). Die Steigungen der einzelnen Regressionen wurden mit einander verglichen, wobei die 
Steigung des 2G12CHO als 100% gesetzt wurde. Beide BY-2 Proben zeigten eine hohe 
Übereinstimmung zu den Proben aus CHO-Zellen.  
Tabelle 3-21 Charakterisierung der Antigenbindungseigenschaften  
 Protein L/ Protein A gp120 / Protein A gp120 / Protein L 
 Verhältnis % CHO Verhältnis % CHO Verhältnis % CHO 
2G12CHO 0,4957 ± 0,0050 -- 0,1545 ± 0,0018 -- 0,3118 ± 0,0007 -- 
MSNP2G12BY-2 F3 0,464 ± 0,0015 94 0,1376 ± 0,0006 89 0,2966 ± 0,0016 95 
MSNP2G12BY-2 F7-F12 0,4384 ± 0,0042 88 0,1407 ± 0,0018 91 0,321 ± 0,0011 103 
 
Die Fraktion F3 zeigte ein Verhältnis Protein L/Protein A von 0,464 und die Hauptfraktion 
ein etwas geringeres Verhältnis von 0,4384 (Tabelle 3-21). Beim gp120 /Protein A Verhältnis 
erreichte die Fraktion F3 89% des CHO-Verhältnisses und die Hauptfraktion 91%. Beim 
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Verhältnis gp120/Protein L wurden ähnliche Werte erreichet (F3: 95%, Hauptfraktion 103%). 
Beide Fraktionen zeigten demnach vergleichbare Aktivität zum 2G12CHO.  
3.3.5.3 N-Glykan Analyse des mAK 2G12 
Die N-Glykan-Analysen wurden wie in 2.2.16 beschrieben von Prof. F. Altmann an der 
Universität für Bodenkultur in Wien durchgeführt. 
 
Abbildung 3-33 Massenspektren der N-Glykan-Analyse der Fraktion F3 und der Hauptfraktion des 
Antikörpers aus der MSNP-Fermentation der Zelllinie GFERD#17. A: Spektrum der Fraktion F3. Probe B: 
Spektrum der Hauptfraktionen (F7-F12). Die Massenspektroskopie wurde wie in 2.2.15 beschrieben 
durchgeführt.  
Bei ER-retardierten Antikörpern wurden die High-Mannose-Formen Man7, Man8 und 
Man9 erwartet. Bei der Hauptfraktion konnte zusätzlich zu diesen drei Formen auch noch 
Formen des cis-Golgis Man5 und Man6 nachgewiesen werden (Abbildung 3-33 B/C, Tabelle 
3-22). Dies sind Glykanformen, die bei über KDEL-Tag retardierten Proteine auftreten 
können, da der Antikörper von cis-Golgi wieder ins ER transportiert wird. Die Fraktion F3 
zeigte ein sehr auffälliges inhomogenes Glykanmuster. Nur 10% des Antikörpers dieser Probe 
trugen ER-typische und 34% Golgi-typische Formen. Die restlichen 56% zeigten verkürzte N-
Glykane (Abbildung 3-33 A, Tabelle 3-22) und vakuoläre Formen wie MMXF und MUXF. 
Womöglich handelt es sich hierbei um eine Fraktion, die in die lytische Vakuole transportiert 
wurden ist und zum Abbau bestimmt war. Das diese Fraktion deutlich früher von der 
Protein A-Matrix eluiert wurde, kann darauf hindeuten, dass die Bindung zu Protein A durch 
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die N-Glykanform beeinflusst sein kann, und somit Fraktionen mit geringeren Qualität 
erfolgreich von der Hauptfraktion getrennt werden können.  
Tabelle 3-22 Zusammenfassung der N-Glykan-Analyse der Fraktion F3 und der Hauptfraktion  
ID Struktur Masse [Da] 
Häufigkeit in %
(*)
 
F3 Hauptfraktion 
(F7-F12) 
Nicht glykosyliert -- 1189 -- 2,5 
UUXF 
 
2035,79 13,9 -- 
MM 
 
2081,80 6,3 -- 
MUXF 
 
2197,86 14,3 -- 
MMXF 
 
2359,92 9 -- 
Man4 
 
2243,84 13 -- 
Man5 
 
2405,9 10,3 3,5 
Man6 
 
2568,02 23,3 2,9 
Man7 
 
2730,1 9,9 14,5 
Man8 
 
2892,12 -- 75,1 
Man9 
 
3053,94 -- 1,5 
(*) Zur Bestimmung der relativen Häufigkeiten wurden die Peaks ausgemessen und die prozentualen Längenanteile bestimmt.   
    Da
GlcNAc
Xylose
Fucose
Manose
Erklärung der Zucker 
3.3.6 Maßstabsvergrößerung mit der Zelllinie GFERD#17 
In diesem Versuch sollte die Übertragbarkeit des Batch-Prozess bei einer 
Maßstabvergrößerung um den Faktor 15 gezeigt werden. Die Maßstabvergrößerung wurde 
mit der Zelllinie GFERD#17 und einem Kulturvolumen von 30 L in MS-Medium 
durchgeführt. Die Vorkultur für diese Fermentation wurde für sieben Tage in MS-Medium im 
Schüttelkolben angezogen und der Fermenter mit 5% inokuliert. Die Prozessparameter 
wurden wie zuvor gewählt. Der Setpoint für die Gelöstsauerstoffkonzentration betrug 20% 
und wurde über Zupulsen von Druckluft gesteuert. Die Temperatur wurde bei 26°C eingestellt 
und der pH-Wert nicht gesteuert. Bei dieser Fermentation konnte keine Online-Bestimmung 
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der Biomasse vorgenommen werden. Außerdem sollte die produzierte Biomasse für weitere 
Versuche verwendet werden. Um eine möglichst hohe Ausbeute an homogener Biomasse zu 
erreichen, sollte die Ernte bei Eintritt in die stationäre Phase erfolgen. Dieser Zeitpunkt 
konnte zum Einen durch die Bestimmung der Biomasse mittel Messung des Frischgewichtes 
oder der Zellzahl bestimmt werden oder anhand der Öffnungszeiten des Sauerstoffventils 
online verfolgt werden.  
 
Abbildung 3-34  Online- und Offline-Daten der Fermentation der Zellline GFERD#17 im 30L 
Maßstab. A: Verlauf des Frischgewichtes (schwarz) und der Zellzahl (blau). B: Verlauf des Gelöstsauerstoffes 
(dO2, blau) im Medium und Öffnung des Sauerstoffventils (cdO2, schwarz) während der Fermentation. C: 
Entwicklung der intrazellulären 2G12-Konzentrationen (schwarz) und der Ausbeute bezogen auf das 
Kulturvolumen (orange) über die Kultivierungszeit. 
In der Abbildung 3-34 A ist die Entwicklung der Biomasse über die Fermentationsdauer 
gezeigt. Die Kultur zeigte eine kurze Lag-Phase von 72 h, bedingt dadurch, dass die Vorkultur 
im gleichen Medium angezogen wurde wie im Fermenter und daher keine zusätzlich 
Adaption an das Medium stattfinden musste. Die Zellen befanden sich danach für 190 h im 
exponentiellen Wachstum und nach 288 h wurde die Fermentation abgebrochen und die 
Zellen zur weiteren Verarbeitung geerntet. Am Ende der Kultivierung konnten 29 L 
Fermentationsbrühe mit einem Frischgewicht von 275 g∙L-1 und eine Zellzahl von 5∙106 mL-1 
geerntet werden. Dies entspricht einer Ausbeute an Biomasse von etwa 8 kg und einer 
Gesamtzellzahl von 1,5∙1011 Zellen. Die intrazelluläre 2G12-Konzentration nahm während 
der Lag-Phase zu und schwankte anschließend für 120 h um einen Wert 130± 10 mg∙kg-1 mit 
einer maximalen Konzentration von 142 mg∙kg-1. Danach nahm die Konzentration wieder ab 
bis am Ende der Fermentation eine Konzentration von 61 mg∙kg-1 vorlag. Insgesamt konnte 
mit diesem Versuch gezeigt werden dass eine Maßstabvergrößerung um den Faktor 15 
erfolgreich durchgeführt werden konnte. Das Wachstumsverhalten, die Dauer der 
Fermentation und die Ausbeuten an 2G12 waren vergleichbar mit vorhergehenden 
Fermentationen (Daten nicht gezeigt).  
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4 Abschlussdiskussion und Ausblick 
4.1 Transgene BY-2 Pflanzensuspensionskulturen  
4.1.1 Generierung und Identifizierung stabil transformierter Zelllinien 
Im Rahmen des Versuches 3.1.1 sollte die in der Regel eingesetzte Methode zur 
Generierung und Identifizierung stabiler Pflanzenzelllinien mit einer hohen Proteinexpression 
bezüglich zweier Fragenstellungen überprüft werden:  
 
 Geht mit einer hohen DsRed-Fluoreszenz eine hohe Expression des Zielproteins einher?  
 
 Sind die Bedingungen eines Expressionsscreenings im Kallus repräsentativ für eine spätere 
Produktion in Suspensionszellkulturen, also geeignet zur Definition der besten 
Produzenten?  
 
Bei der für gewöhnlich eingesetzten Methode zur Identifikation der besten Produzenten 
erfolgte der erste Selektionsschritt ausschließlich über die DsRed Fluoreszenz (Bortesi et al. 
2012; Holland et al. 2010; Sack et al. 2007). Dies beruht auf der Annahme, dass, wenn sich 
die Gene für das DsRed und das Zielprotein auf derselben T-DNA und unter Kontrolle des 
gleichen Promotors befinden, eine hohe DsRed Expression mit einer hohen Expression des 
Zielproteins einhergeht. Um diese Annahme zu überprüfen, wurden 160 fluoreszierende und 
30 nicht fluoreszierende Klone untersucht. Dafür wurden drei Kalluspassagen auf Selektions-
platten durchgeführt und anschließend Suspensionen etabliert. Schon bei den Kalluspassagen 
reduzierte sich die Anzahl positiver Zelllinien auf 131 fluoreszierende und 10 nicht 
fluoreszierende Kalli. Die 29 fluoreszierenden und 20 nicht fluoreszierenden, die im Verlauf 
der drei Passagen starben, waren womöglich nicht stabil transformiert, sondern konnten bei 
der ersten Passage noch aufgrund transienter Expression überlebten. Durch den nächsten 
Schritt, der Etablierung der Suspensionen, reduzierte sich die Zahl um weitere 58 
fluoreszierende und 1 nicht fluoreszierende Zelllinie, weil entweder keine Suspension 
etabliert werden konnte oder nur sehr langsames Wachstum stattfand. Somit konnten final aus 
58 der anfänglichen 160 fluoreszierenden Kalli und aus 9 der nicht fluoreszierenden Kalli 
erfolgreich Suspensionen etabliert werden, dies entspricht 30-36% der Kulturen. Bei zu 
früherer Selektion im Kallusgewebe kann es vorkommen, dass auch Klone identifiziert 
werden, die zwar eine Expression im Kallus zeigen, im zweiten Schritt jedoch nicht zur 
Suspension etabliert werden können. Generell wäre somit ein Screening unter 
Kultivierungsbedingungen sinnvoller, da erst in der Suspension sowohl die benötigte 
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Expression, als auch das Wachstum zusammen betrachtet und beurteilt werden können. 
Zusätzlich kommt hinzu, dass, vor allem bei sekretierten Proteinen, eine effektive Sekretion 
mit in Betracht gezogen werden muss und dies erst in der Suspension überprüft werden kann. 
Nach Expressionsanalyse der Suspensionen konnten zwei neue Zelllinien identifiziert werden 
die eine dreimal so hohe extrazelluläre 2G12-Konzentration zeigten wie die Referenzlinie 
GFD#5. Da es sich bei den beiden um eine fluoreszierende und eine nicht fluoreszierende 
Linie handelt, konnte gezeigt werden, dass eine geringe Fluoreszenz im Kallus nicht immer 
auch eine geringe 2G12-Konzentration bedeutet. Jedoch konnte die Annahme, dass eine hohe 
Fluoreszenz mit einer hohen 2G12-Konzentration korreliert, auch bestätigt werden, was 
bedeutet, dass die erste Selektion über DsRed sinnvoll ist.  
4.1.2 Untersuchung somaklonaler Variation 
Zur Untersuchung, ob es sich bei der Zelllinie GFD#5 um eine heterogene Zelllinie 
handelte, wurde die Suspension erneut auf Selektionsplatten ausplattiert und aus 50 Kalli neue 
Suspensionen etabliert. Schon während der Kultivierung des Kallus zeigten sich 
unterschiedliche Intensitäten in der DsRed-Fluoreszenz. In der Suspension traten auch 
deutliche Schwankungen im Wachstum und der 2G12-Expression auf. Aufgrund all dieser 
Unterschiede konnte davon ausgegangen werden, dass es sich bei der Zelllinie um eine 
heterogene Linie handelte. Nur bei neun Sublinien konnte eine 1,5-2x höhere Expression als 
bei der Mutterlinie nachgewiesen werden. Alle zeigten jedoch eine verringerte Biomasse nach 
Erreichen der stationären Phase, was auf einen generellen Unterschied im Metabolismus 
hindeuten kann. Sollten diese Linien nur eine langsamere Wachstumsrate aufgrund 
unterschiedlicher Affinität zu den Substraten aufweisen, sollten sie später in die stationäre 
Phase eintreten aber generell gleiche Biomasse erreichen. Die produktivsten Zellen zeigen 
häufig ein geringeres Wachstums als solche mit geringerer Produktivität (Ikeda et al. 1981; 
James and Lee 2006). Dies kann vor allem bei der Subkultivierung zu einem Problem werden, 
da die Zellen mit dem schnelleren Wachstum einen Vorteil haben. Die jahrelange 
Subkultivierung ging somit zu Gunsten der niedrig produzierenden Zelllinien.  
Die Heterogenität der Zelllinie GFD#5 konnte entweder schon bei der Generierung oder 
durch die jahrelange Subkultivierung der Zelllinie entstanden sein. Bei der Regeneration von 
transformierten Pflanzensuspensionen zum primären Kallusgeweben entstehen genetisch oder 
epigenetisch unterschiedliche Zellen, was zu heterogenen Kalli führt (Kirchhoff et al. 2012). 
Diese Kalli bestehen aus einer Mischung von Zellen mit unterschiedlich vielen Genkopien 
und Integrationsorten (Müller et al. 1996; Nocarova and Fischer 2009), wodurch die 
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Produktivität beeinflusst wird (Iglesias et al. 1997; van Leeuwen et al. 2001). Durch die 
jahrelange Kultivierung in Suspension können zusätzliche epigenetische Variationen 
auftreten. Durch Gensilencing und/oder Rekombination kann die Produktivität stark 
vermindert werden (Kolewe et al. 2008). Die Herstellung von monoklonalen Zelllinien könnte 
die Produktion von rekombinanten Proteinen mit Pflanzenzellkulturen steigern. Kirchhoff et 
al zeigten, dass durch die Monoklonalisierung einer etablierten Zelllinie eine 13-fach höhere 
Produktakkumulation erreicht werden konnte (Kirchhoff et al. 2012). Zur Generierung 
solcher monoklonalen Pflanzenzelllinien sind verschiedene Methoden beschrieben. Zum 
einen durch eine Einzelzellablage mittels FACS (Kirchhoff et al. 2012) oder durch eine 
Klonalisierung einer transgenen Suspension, ähnlich wie in 3.1.2, über eine erneute 
Kalluspassage (Nocarova and Fischer 2009). Die Monoklonalisierung von Zelllinien sollte am 
besten direkt nach der Transformation stattfinden, um sicherzustellen, dass die besten 
Produzenten nicht durch die besser wachsenden, weniger produzierenden Klone verdrängt 
werden. Eine neue Transformation und darauf folgende Monoklonaliserung der Zelllinien 
könnte zu einer deutlichen Steigerung der Expressionsraten führen.  
4.1.3 Analyse der Transkript-Mengen der Zelllinien GFD#5, GFD#5-21 und 
GFERD#17 
Der Vergleich der 2G12-Ausbeuten der sekretierenden Zelllinien (GFD#5, GFD#5-21) mit 
der Zelllinie mit ER-retardierten Produkt (GFERD#17) zeigte, dass bei dem ER-retardierten 
2G12 eine 10-15-fach höhere Ausbeute erreicht wurde. Eine mögliche Erklärung für diesen 
Unterschied könnten unterschiedlich aktive Integrationsorte der Transfer-DNA (T-DNA) sein. 
Um dies zu untersuchen wurde in 3.1.3 die relative mRNA-Menge der Antikörperketten und 
des DsReds der einzelnen Linien gemessen und miteinander verglichen. Auch auf der 
Transkriptebene zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen GFERD#17 und GFD#5 
bezüglich der relativen mRNA-Menge der schweren und der leichten Kette. In beiden Fällen 
war die Menge der mRNA der Linie GFERD 10-15-mal höher. Bezüglich der mRNA des 
DsReds konnten jedoch kaum Unterschiede festgestellt werden. Die Unterschiede in den 
2G12-Ausbeuten konnten somit nicht ausschließlich auf den Integrationsort zurückgeführt 
werden. Da die Gene für die Antikörperketten und das DsRed unter der Kontrolle des 
gleichen Promotors lagen, sollte die Transkription der Gene auf derselben T-DNA gleich stark 
verlaufen. Wenn der Integrationsort bei der Zelllinien GFERD deutlich aktiver abgelesen 
werden würde, und das der Grund für die deutlich höhere Menge an mRNA wäre, sollte auch 
die mRNA des DsRed-Gen in höheren Mengen vorliegen.  
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Auffällig bei der Linie GFD#5-21 war, dass zwar mRNA für die schwere Kette, jedoch 
keine für die leichte Kette nachgewiesen werden konnte. Einige Wochen vor dem Versuch 
kam es zu einem Ausfall des Schüttlers über die ersten drei Kultivierungstage. Bedingt durch 
eine Antwort auf diesen Stressimpuls könnte eine Promotormethylierung der leichten Kette 
aufgetreten sein. Es ist für Pflanzen beschrieben, dass aufgrund einer Stressantwort ein 
transkriptionales Gensilencing auftreten kann (Bond and Finnegan 2007; Steward et al. 2002). 
Durch die Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen an Aza-Cytidin konnte zwei Tage nach 
der Behandlung wieder Expression der leichten Kette im Zellextrakt und fünf Tage nach der 
Behandlung im Kulturüberstand nachgewiesen werden (Abbildung 3-7, Abbildung 3-8, 
Abbildung 3-9). Durch diese Ergebnisse aus 3.1.3.1 konnte eindeutig gezeigt werden, dass 
aufgrund einer Promotormethylierung das Gen für die leichte Kette stillgelegt war. Durch eine 
Behandlung mit Aza-Cytidin konnte die Methylierung wieder rückgängig gemacht werden.  
4.2 Medienentwicklung 
4.2.1 Medienscreening zur Identifizierung kritischen Komponenten 
Im ersten Versuchsteil (3.2.1) wurden verschiedene definierte Medien im Vergleich zum 
MS- und MSN-Medium bezüglich des Zellwachstums und der extrazellulären 2G12-
Konzentration untersucht. Durch eine detaillierte Betrachtung der Zusammensetzung der 
Medien zeigte sich, dass sowohl der Einsatz von AlCl3 oder NiCl3
 
als auch die Verwendung 
anderen Eisenquellen als FeNaEDTA einen negativen Einfluss hat. Auch konnte festgestellt 
werden, dass schon das Fehlen eines einzigen Mikroelements zu einer Verschlechterung 
führen kann. Sechs der untersuchten Medien wurden, da sie eine hohe extrazelluläre 2G12-
Konzentration zeigten, als für die Produktion geeignet definiert. Bei den untersuchten Medien 
wurden verschiedenste Salze für die Makroelemente eingesetzt. Durch einen Vergleich der 
Zusammensetzung konnten für die einzelne Makroelemente ein von den Zellkulturen 
präferiertes Salz für den Einsatz bei BY-2 Suspensionskulturen bestimmt werden. Dies war 
für die spätere Optimierung mit Hilfe von statistischer Versuchsplanung von großem Vorteil, 
da somit weniger Faktoren untersucht werden mussten. In Tabelle 4-1 sind alle Salze 
aufgeführt, und die jeweils präferierten unterstrichen. Zusätzlich konnte durch diesen Versuch 
auch deren Konzentrationsbereich zur weiteren Untersuchung im Rahmen von DoE-
Versuchen getroffen werden.  
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Tabelle 4-1  verwendete Salze für die Makroelemente der 16 Medien 
Calcium Magnesium Stickstoff Phosphor Schwefel Kalium Chlorid 
CaCl2, 
Ca(NO3)2 
Ca3(PO4)2 
MgSO4 Ca(NO3)2  
KNO3 
NH4NO3 
NaNO3 
(NH4)2SO4 
Ca3(PO4)2 
KH2PO4 
NaH2PO4 
MgSO4 
NH4SO4 
K2SO4 
KH2PO4 
KNO3 
K2SO4 
KCl 
KCl 
CaCl2 
4.2.2 Statistische Versuchspläne 
Im Rahmen der beiden statistischen Versuchspläne (3.2.2 und 3.2.3) sollten die 
Makroelemente darauf hin überprüft werden, ob sie einen statistisch signifikanten Einfluss auf 
das Wachstum und die Produktivität der Zellen hatten und die Wirkungszusammenhänge 
aufgeklärt werden. Dazu wurde insgesamt sieben Faktoren (CaCl2, Ca(NO3)2, KH2PO4, KNO3, 
NH4NO3, MgSO4, Saccharose) mit einem vollfaktoriellen (3.2.2) und einem Central 
Composite Design (3.2.3) detailliert untersucht.  
Tabelle 4-2 Zusammenfassung der signifikanten Faktoren aus den beiden statistischen Versuchsplänen 
Faktor Konzentrations-
bereich 
Signifikanter Einfluss 
(vollfaktorielles Design) 
Signifikanter Einfluss 
(Central Composite Design) 
CaCl2 1-5 mM - N/A
*
 
Ca(NO3)2 1-5 mM - N/A
*
 
KH2PO4,  0-13 mM Biomasse, 2G12SN, 2G12CE, 
DsRedCE 
Biomasse, 2G12SN, 2G12CE, 
DsRedCE, TSPSN, TSPCE 
KNO3 20-180 mM Biomasse, 2G12SN, 2G12CE, 
DsRedCE 
Biomasse, 2G12SN, 2G12CE, TSPSN, 
TSPCE 
NH4NO3 5-20 mM 2G12SN (nur in Wechselwirkungen) N/A
*
 
MgSO4 1-18 mM 2G12SN 2G12SN 
Saccharose 10-35 g∙L-1 N/A* Biomasse, 2G12SN, DsRedCE, TSPSN, 
* N/A: Faktor wurde nicht untersucht 
Die beiden Faktoren CaCl2 und Ca(NO3)2 nahmen keinen Einfluss auf die untersuchten 
Zielgrößen. Da es sich bei CaCl2 um die einzige Calcium- und Chloridquelle im Medium 
handelte, konnte se, auch wenn es in den eingesetzten Konzentrationen keinen Einfluss zeigte, 
nicht weggelassen werden. Es bedeutet aber gleichzeitig, dass für diesen Faktor ein robuster 
Operationsraum innerhalb der eingesetzten Grenzen von 1-5 mM definiert werden konnte, in 
dem keine Veränderung der Zielgröße durch diese Faktoren bedingt wurde. Auf die Biomasse 
nahmen die Faktoren KH2PO4, KNO3 und Saccharose Einfluss, wobei KH2PO4 und 
Saccharose einen positiven und KNO3 einen negativen Effekt zeigten. Dass sich eine 
Steigerung der Konzentration des KNO3 negativ auf das Zellwachstum auswirkt, könnte 
durch die daraus resultierende Osmolarität oder Ionenstärke des Mediums erklärt werden. Der 
Faktor KNO3 wurde im Gegensatz zu den anderen Faktoren in deutlich höheren 
Konzentrationen eingesetzt (5-20x höher), somit war die Osmolarität zu einem erheblichen 
Teil durch ihn bedingt. Der Faktor KH2PO4 zeigte einen positiven Einfluss, was, da es sich 
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hierbei um die einzige P-Quelle handelte, nicht weiter überraschte. Phosphor ist Bestandteil 
von Nukleinsäuren und Phospholipiden in der Biomembran und spielt eine wichtige Rolle im 
Energiehaushalt der Zelle, und ist somit essentiell für das Zellwachstum. Auch der positive 
Einfluss der Saccharose war zu erwarten, da sie als einzige C-Quelle unmittelbar das 
Zellwachstum beeinflusst. Die beiden Faktoren KH2PO4 und KNO3 zeigten ebenfalls einen 
Wirkung auf die intrazelluläre 2G12-Konzentration jedoch mit umgekehrten Vorzeichen. 
Unter Berücksichtigung des positiven Einfluss von KH2PO4 auf das Frischgewicht, kann eine 
mögliche Erklärung für den negativen Einfluss auf die intrazelluläre Konzentration des mAk 
die gesteigerte Zellteilung sein. Bei hohen Konzentrationen von KH2PO4 wurde ein hohes 
Zellwachstum mit geringer 2G12-Konzentration gemessen. Bei jeder Zellteilung wird die 
Menge an 2G12 auf die neu entstandenen Zellen aufgeteilt. Ebenfalls kann durch die 
Zellteilung bereits sekretierter 2G12, der sich jedoch noch im Apoplasten befindet, ins 
Medium freigesetzt werden. In früheren Versuchen konnte mittels N-Glykananaylse 
nachgewiesen werden, dass ca. 60% des intrazellulären 2G12 ein sekretorisches 
Glykanmuster aufwiesen. Ebenfalls bestätigen diese Ergebnisse den schon publizierten 
Einfluss von Nitrat auf die Proteinakkumulation in BY-2 Zellkulturen (Holland et al. 2010). 
Eine geringere intrazelluläre 2G12-Konzentration muss jedoch nicht zwangsläufig eine 
geringere Expressionsrate bedeuten, sondern kann auch darauf zurückzuführen sein, dass der 
exprimierte Antikörper schnell und effizient ins Medium sekretiert wird, da die Nährstoff-
konzentration und -zusammensetzung auch einen Einfluss auf die Sekretionseffizienz haben 
könnte. Für das Gesamtprotein, sowohl im Kulturüberstand als auch in den Zellen, konnten 
keine aussagekräftigen Zusammenhänge mit den Nährstoffkonzentrationen festgestellt 
werden. Dies spricht dafür, dass das Gesamtsystem nicht signifikant durch die Nährstoffe und 
deren eingesetzten Konzentrationen beeinflusst wird. Es bestand auch die Möglichkeit, dass 
die Faktoren, die diese Zielgrößen beeinflussen, nicht alle in den Versuchsplänen enthalten 
waren und zur Optimierung dieser Zielgrößen weitere Untersuchungen notwendig wären. 
Hierbei würde aller Wahrscheinlichkeit nach eine einfache Erhöhung der Anzahl der 
Stichprobe nicht ausreichen, sondern eher ein neues Screening nach möglichen 
Einflussfaktoren notwendig sein. Die extrazelluläre 2G12-Konzentration zeigte deutlich 
komplexere Zusammenhänge der Nährstoffe. Alle vier Nährstoffe die im CC-Design 
untersucht worden sind, zeigten entweder lineare oder komplexe Effekte höherer Ordnung, 
und auch viele zweifach-Wechselwirkungen sind im Modell enthalten. Die höchste 2G12-
Konzentration wurde bei 100 mM KNO3, 10 mM KH2PO4, 30 g·L
-1
 Saccharose und 10 mM 
MgSO4 erreicht. Eine Verringerung der MgSO4-Konzentration auf 5 mM würde zu einer 
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leicht verringerten 2G12-Konzentration von 16 mg·L
-1
 führen, die 2G12-Konzentration 
jedoch unabhängiger von der Saccharose machen. Bei dieser Nährstoffkombination (100 mM 
KNO3, 10 mM KH2PO4, 5 mM MgSO4, 10-30 g·L
-1 
Saccharose) würde eine stabile 2G12-
Konzentration von 16 mg·L
-1
 erreicht werden. Durch einen Validierungsversuch konnte 
gezeigt werden, dass das aufgestellte Modell für die extrazelluläre 2G12-Konzentration 
plausibel war. Bei dem Modell für das PCV wurden die Werte leicht überschätzt. Eine 
mögliche Erklärung hierfür wäre erneut die Osmolarität. Das Wachstum von Zellkulturen ist 
durch die Osmolarität beeinflusst. Das Modell beinhaltet den negativen Einfluss der KNO3, 
welches aufgrund der hohen Konzentration maßgeblich an der Osmolarität des Mediums mit 
beteiligt ist. Sollte die Osmolarität auch signifikanten Einfluss zeigen, könnte der Effekt der 
Osmolarität bei dem Einfluss der KNO3-Konzentration mit einhergehen und die leichten 
Abweichungen der Vorhersagen des Modells erklären. In diesem Fall wäre das Modell nicht 
vollständig und müsste um den Faktor der Osmolarität erweitert werden, um eine genauere 
Vorhersage treffen zu können. Der Vergleich des entwickelten MSNP-Mediums mit den 
Standardmedien zeigte eine Steigerung der extrazellulären Konzentration bezogen auf MS um 
einen Faktor von 20, und bezogen auf das schon für die Produktion optimierte Medium um 
1,7. Auch bei der intrazellulären 2G12-Konzentration konnte eine Steigerung bezogen auf MS 
um einen Faktor von 6 und bezogen auf MSN um einen Faktor von 1,8 erreicht werden. 
Durch den Einsatz statistischer Versuchspläne konnte das Ziel einer gesteigerten 
Expression realisiert und ein neues Produktionsmedium entwickelt werden. Zusätzlich 
konnten auch noch durch den Einsatz der DoE-Methode mathematische Modelle zur 
Vorhersage der Zielgrößen entwickelt werden. Mit Hilfe der Modelle kann nun eine 
Vorhersage über die Entwicklung der Zielgröße auch bei Nährstoffkombinationen gemacht 
werden, die nicht experimentell realisiert wurden. Durch die Verwendung von numerischen 
Faktoren kann nun innerhalb des gesamten Versuchsraums die Entwicklung der Zielgröße 
bestimmt werden, was eine Definition eines optimalen Prozessraumes möglich macht (Abu-
Absi et al. 2010; Jiang et al. 2010). Durch die statistische Analyse können die einzelnen 
Faktoren ihrem Einfluss nach charakterisiert werden. So können z. B. die Faktoren, die auch 
bei kleinen Änderungen große Effekte hervorrufen, von denen unterschieden werden, die über 
einen weiten Bereich keinen signifikanten Einfluss auf die Zielgröße zeigen (Buyel and 
Fischer 2012; Buyel et al. 2013).  
Im nächsten Schritt der Entwicklung und Optimierung sollte das, im Rahmen dieser Arbeit 
entwickelte Produktionsmedium MSNP bezüglich der Mikroelemente noch weiter optimiert 
werden. Anhand der Ergebnisse aus 3.2.1, wurde deutlich, dass die BY-2 Kulturen 
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empfindlich auf eine Änderung der Zusammensetzung der Mikroelemente reagierten. Um 
herauszufinden, welche Mikroelemente besonders wichtig sind und ob es Wechselwirkungen 
zwischen den einzelnen Komponenten gibt, sollte auch bei dieser Optimierung ein Einsatz 
von statistischer Versuchsplanung zielführend sein.  
4.3 Prozessentwicklung 
4.3.1 Etablierung eines online Biomassesensors 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Eignung einer kapazitiven Methode (radio frequency 
impedance spectroscopy, RFIS) (Fehrenbach et al. 1992) zur kontinuierlichen online 
Bestimmung der Biomasse von Pflanzenzellen und eine lineare Korrelation zu gängigen 
Messungen gezeigt werden (3.3.1). Die RFIS-Methode, als eine hochauflösende, nicht 
invasive Messmethode hatte mehrere Vorteile gegenüber den konventionellen offline 
Wachstumsbestimmungen. Um eine adäquate Auflösung bei offline Messungen zu erhalten, 
ist eine hohe Probendichte notwendig. Hierdurch wird das Kontaminationsrisiko erhöht und 
das Kulturvolumen womöglich so weit reduziert, dass eine Veränderung der Kultivierungs-
bedingungen die Folge ist. Die Messung des PCV ist zwar eine einfache und schnelle 
Methode, die Packungsdichte ist aber beeinflusst durch morphologische Parameter wie z. B. 
die Zellform und –größe. Auch die Zentrifugationsbedingungen der Suspension kann Einfluss 
auf die Packungsdichte haben. Um Ergebnisse laborübergreifend vergleichen zu können, 
wären standardisierte Protokolle notwendig. Ein großer Nachteil bei der Bestimmung des 
PCV ist das relative große Probenvolumen (<10 mL), das für eine adäquate Bestimmung 
notwendig ist. Die Vakuumfiltration zur Frischgewichtsbestimmung führt ebenfalls zu 
verschiedenen Ungenauigkeiten, hervorgerufen durch die Dauer und die dadurch entfernte 
Menge an Wasser. Durch die Trockengewichtsbestimmung können die genauesten Ergebnisse 
bezüglich der Biomasse gemessen werden, jedoch ist diese Methode am zeitintensivsten. Im 
Gegensatz dazu ist die RFIS-Messung schnell und weniger fehleranfällig. Der Messsensor ist 
wartungsarm und muss nicht, wie z. B. eine pH- oder dO2-Sonde, bei jedem Lauf kalibriert 
werden.  
Im Rahmen dieser Arbeit konnten Umrechnungsfaktoren für die offline-Parameter 
bestimmt werden. Für alle drei offline-Parameter konnten lineare Zusammenhänge gezeigt 
werden, auch wenn eine Linearität zum Ende der Kultivierung (stationäre Phase), 
möglicherweise aufgrund zurückgehender Vitalität, nicht mehr gegeben war. Durch die RFIS-
Messung werden ausschließlich lebende Zellen mit einer intakten Zellmembran erfasst (Harris 
1987; Opel et al. 2010). Zum Ende der Fermentation erhöht sich die Anzahl nicht mehr vitaler 
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Zellen. Es kommt jedoch vor, dass diese noch nicht vollständig lysiert sind und die Zellwand 
noch erhalten ist, was bedeuten, dass diese Zellen noch Signale bei den Offline-Parametern 
erzeugen. Dies könnte eine Erklärung für die verringerte Linearität sein. Es konnte gezeigt 
werden das die jeweiligen Umrechnungsfaktoren sowohl Medien als auch zelllinienspezifisch 
sind, wobei die Korrelation zwischen dem Trockengewicht und der RFIS-Messung weniger 
medienabhängig war. Die RFIS-Messung zeigte sehr hohe Auflösung, wodurch sie sich 
besonders gut für den Einsatz bei Pflanzenzellkulturen eignet. So steht in MS-Medium eine 
Signalveränderung von 0,1 pF·cm
-1 
für eine Veränderung des Trockengewichtes um 
0,007 g·L
-1
. Laut Herstellerangaben ist eine Signalveränderung von 0,1 pF·cm
-1
 bei Bakterien 
äquivalent zu einer Trockengewichtsveränderung von 0,1 g·L
-1
. Die Sensitivität bei 
Pflanzenzellen ist demnach 10-mal höher als bei Bakterien.  
Durch die RFIS-Messung konnten verschiedene Wachstumsphasen aufgedeckt werden. Es 
zeigte sich ein Unterschied zwischen einer wirklichen Lag und einer Adaptionsphase. Des 
Weiteren konnte ein subtiler Sprung der Wachstumsrate während der exponentiellen Phase 
aufgedeckt werden, der möglicherweise den Übergang von der Zellteilung auf Zellelongation 
wiederspiegelt. Eine genaue Differenzierung zwischen diesen beiden Wachstumsphasen 
könnte ein sehr wichtiges Werkzeug z. B. im Bezug auf System-Biologie sein kann. Diese 
subtilen Veränderungen hätten mit Hilfe der konventionellen Methoden wenn überhaupt nur 
mit einem sehr großen Aufwand durch sehr hohe Probenmengen aufgedeckt werden können. 
Das dieses Phänomen bei der Fermentation in MSNP-Medium nicht aufgetreten ist, könnte 
ein Hinweis darauf sein, dass sich die Zellen in diesem Medium aufgrund der deutlich 
höheren Phosphatmenge länger in der Zellteilung befinden. Um dies genauer zu untersuchen 
sollte eine erneute Vergleichsfermentation zwischen MS und MSNP durchgeführt und der 
Phosphatgehalt im Medium über die gesamte Prozesszeit gemessen werden. Ebenfalls wäre 
eine detaillierte Untersuchung (deutliche höhere Probennahme) rund um diese 
Wachstumsphase sehr interessant, um zu sehen ob auch Veränderungen bezüglich der 
Produktbildungsrate oder Produktqualität auftreten. Zusätzlich könnte z.B. auch der 
Gesamtproteingehalt innerhalb dieses Zeitraums untersucht werden.  
Durch die online Messung entsteht keine Zeitverzögerung, wie die bei den konventionellen 
Methoden, wodurch die Möglichkeit einer Prozessteuerung, die sich auf die Biomasse 
bezieht, gegeben ist. Ebenfalls können durch die hohe Auflösung und Echtzeitbestimmung 
mögliche Schlüsselfaktoren, wie z. B. Temperaturveränderung, Medienadditve o. ä., die einen 
starken Einfluss auf die vitale Biomasse haben schnell und effektiv untersucht werden. Die 
Identifikation eben solcher Parameter ist unter anderem einer der Hauptaspekte des „Quality 
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by Design“ Modells (Rathore 2009; Rathore and Winkle 2009), das bei der Produktion von 
Biopharmazeutika zum Tragen kommt. Zusätzlich kann mit der online Messung der vitalen 
Biomasse die Forderung der FDA im Rahmen der „process analytic technology“ (PAT) 
Initiative (USFDA 2004) nach stärkeren Onlinekontrollen innerhalb eines Prozess erfüllt 
werden (Aehle et al. 2011; Hinz 2006; Justice et al. 2011).  
4.3.2 Fermentationen der Zelllinie GFD#5 
4.3.2.1 Medienvergleich 
Der Vergleich der beiden Medien MSN und MSNP im größeren Maßstab im Fermenter 
zeigte, dass der Einsatz des MSNP-Mediums als Produktionsmedium einige Vorteile 
gegenüber dem MSN-Medium hat. Die Zellen in MSNP zeigten eine geringere Lag-Phase 
wodurch die Fermentationszeit verringert werden könnte. Zusätzlich zeigten die Zellen eine 
höhere spezifische Wachstumsrate und metabolische Aktivität und eine deutlich höhere 
maximale Produktbildungsrate. Insgesamt war die Akkumulation des extrazellulären 2G12 
doppelt so hoch und die Fermentationsdauer deutlich geringer. Durch die Aktivitätsmessung 
(3.3.3.2) und die N-Glykan-Analyse (3.3.5.3) konnte gezeigt werden, dass der Einsatz des 
MSNP-Medium keinen negativen Einfluss auf die Produktqualität des Antikörpers hat. Der 
Antikörper war nahezu quantitativ glykosyliert und das N-Glykanmuster sehr homogen. Es 
wurden nur zwei N-Glykanformen, GnGnXF und GnMXFi, die zusammen 95% ausmachten, 
nachgewiesen. Bei den restlichen 5% handelte es sich um nicht glykosyliertes Protein. Die 
völlige Abwesenheit von intrazellulären Formen wie high-Mannose oder MMXF/ MUXF 
zeigte, dass es sich zusätzlich um vollständig sekretierten Antikörper handeln musste und 
keine Freisetzung von intrazellulärem Antikörper durch sterbende oder zerstörte Zellen 
stattfand. Eine Freisetzung an intrazellulärem Antikörper durch sterbende Zellen würde zu 
einer produktbezogenen Verunreinigung führen, die nur mit sehr großem Aufwand wieder 
entfernt werden könnte. Solch eine Verunreinigung entsteht meist bei einer zu späten Ernte. 
Durch das Etablierung der online Biomassemessung (3.3.1, 4.3.1) konnte der Erntezeitpunkt 
anhand der Lebendbiomasse definiert werden und eine Freisetzung von intrazellulären 
Antikörper erfolgreich vermieden werden. 
Die Aktivitätsmessung des gereinigten Antikörper aus der MSN-Fermentation (3.3.3.2) 
zeigte bei der Aktivitätsmessung ein auffällig hohes Verhältnis von Protein L/Protein A und 
gp120/Protein A. Diese Unterschiede könnten durch eine Degradation der schweren Kette des 
mAK hervorgerufen werden. Die Vermutung war, dass die schwere Kette zwischen der CH1-
und der CH2-Domäne gespalten wurde, wodurch die Protein A-Bindestelle beeinflusst sein 
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könnte. Dies würde zu einem Fragment, ähnlich eines Fab-Fragmentes, führen, das kein 
Signal mehr bei einer Protein A-, sehr wohl aber bei einer Protein L- und gp-120-Messung, 
erzeugen würde. Durch die Massenspektroskopie (3.3.3.3) konnte die Vermutung einer 
verkürzten Form der schweren Kette innerhalb dieser Präparation, weiter bestätigt werden. 
Die Qualität des in MSN produzierten Antikörpers war bei dieser Fermentation beeinträchtigt. 
Die N-Glykan-Analyse (3.3.3.4) zeigte, dass neben den beiden komplexen Formen (GnGnXF, 
GnMXFi), die insgesamt 83,8% ausmachten, auch einige intrazelluläre Formen, wie MMXF 
(3,1%) und Man5 (8,4%) auftraten. Das bedeutet, dass die Präparation auch Antikörper, die 
aus den Zellen durch Zelllyse freigesetzt worden, enthielt. Ein Proteintrageting in die Vakuole 
könnte zum einen durch ein „mis-targeting“ des Antikörpers hervorgerufen werden oder zum 
Anderen durch einen gezielten Transport von nicht richtig gefaltete oder assemblierten 
Protein in die lytische Vakuole zur gezielten Proteindegradation (Ellgaard et al. 1999). Eine 
Funktion der lytischen Vakuole ist die Proteindegradation (Marty 1999; Muntz 2007). 
Hierdurch könnte die Degradation der schweren Kette erklärt werden. Die Ergebnisse 
bezüglich der Qualität des Antikörpers, der in MSN-Medium produziert wurde, müssen nicht 
notwendigerweise auf einen negativen Einfluss dieses Mediums hinweisen, da sie auf nur 
einer Kultivierung beruhen und Holland et al. zeigen konnten, dass eine Kultivierung in 
MSN-Medium die Produktqualität des mAK 2G12 nicht negativ beeinflusst sondern sogar 
bezüglich der N-Glykane zu ähnlichen Ergebnisse im Vergleich zu der Produktion in MSNP 
führte (Holland et al. 2010), womit das MSN-Medium nicht der Grund für die deutlich 
reduzierte Qualität sein konnte. Wodurch die Qualität bei dieser Präparation reduziert wurde, 
konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht geklärt werden. Eine detaillierte Untersuchung 
zur Identifizierung der Bedingungen, die zu einer verminderten Qualität führen, könnte vor 
allem im Bezug auf ein Quality-by-Design Vorgehen zur einer Weiterentwicklung des 
Expressionssystems für Biopharmazeutika führen. Hierbei wäre es besonders wichtig die 
hervorrufenden Parameter mit Hilfe von online Messungen überwachen zu können, was mit 
unter jedoch die Entwicklung neues Sensoren beinhaltet um der Forderung nach mehr online- 
Kontrolle im Rahmen der PAT-Initiative gerecht werden zu können. 
Bei beiden Präparationen trat neben der vollständigen komplexen Form GnGnXF auch die 
GnMXFi Form auf. Bei GnMXFi kann nicht eindeutig bestimmt werden, auf welchem des 
zweiantennären N-Glykans das N-Acetylglucosamin (Gn) fehlt. Die Isoform MGnXF, bei der 
das endständige N-Acetylglucosamin auf dem 1-6-Arm fehlt, kann auf zwei Wegen 
zustande kommen: zum Einen durch ein unvollständiges Prozessieren der N-Acetylglucos-
aminyltransferase II (GnT-II) (Johnson and Chrispeels 1987; Rayon et al. 1998; Ruiz-May et 
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al. 2012), zum anderen durch einen Abbau durch eine extrazelluläre N-Acetylglucosaminase. 
Sollte die Annahme der extrazellulären N-Acetylglucosaminase richtig sein, könnte durch 
Inhibierung oder Eliminierung des Enzyms eine noch homogenere Glykosylierung des 
Antikörpers im Überstand erreicht werden (Misaki et al. 2001; Strasser et al. 2007). Die 
Isoform GnMXF, bei der das endständige N-Acetylglucosamin auf dem 1-3-Arm fehlt, kann 
nur durch einen Abbau zustande kommen, da das N-Acetylglucosamine auf dem 1-6-Arm 
durch die GnT-II erst prozessiert wird, wenn auf dem 1-3-Arm schon ein N-
Acetylglucosamin vorhanden ist (Rayon et al. 1998; Ruiz-May et al. 2012).  
Das sehr homogene N-Glykan-Muster bei pflanzlich produzierten Glykoproteinen ist ein 
deutlicher Vorteil des pflanzlichen Systems im Vergleich zu CHO-Zellen. Bei einem in 
Pflanzen produzierten sekretierten mAK 2G12 wurde schon mehrfach ein sehr homogenes N-
Glykan-Muster mit maximal zwei dominanten Formen (GnGnXF, GnMXFi) publiziert, 
wohingegen beim mAK 2G12 aus CHO-Zellen von einen Mix aus insgesamt fünf 
verschiedenen N-Glykan-Formen berichtet wurde (Forthal et al. 2010).  
Jedoch ist ein Nachtteil der pflanzenbasierten Systeme, dass sie keine Proteine mit einem 
humanen N-Glykan-Muster, das bei Biopharmazeutika angestrebt wird, produzieren. Um dies 
zu erreichen wäre der erste Schritt ein Gen-Knock-out oder Gen-Knock-down der ß(1,2)-
Xylosyltransferase und core (1,3)-Fucosyltransferase. Dies hat vor allem den Grund, dass 
die beiden pflanzenspezifischen Zucker immunogen sein könnten. Für verschiedene 
Pflanzenspezies, wie Lemna minor (Cox et al. 2006), Physcomitrella patens (Koprivova et al. 
2004), Nicotiana benthamiana (Strasser et al. 2008), Medicago sativa (Sourrouille et al. 
2008) und Reissuspensionszellen (Shin et al. 2011) konnten die beiden Enzyme erfolgreich, 
ohne den Phänotypen zu verändern, herunterreguliert werden und gezeigt werden, dass das N-
Glykanmuster von in ΔXT/FT Pflanzen produzierten mAk hauptsächlich aus GnGn ohne die 
ß(1,4)-Xylose und (1,3)-Fucose bestand (Strasser et al. 2008).  
Der nächste Schritt, nachdem die Enzymaktivität für das Anknüpfen der ß(1,2)-Xylose und 
core (1,3)-Fucose abreguliert ist, wäre das Einbringen der Gene für die ß(1,4)-
Galactosyltranferase (GalT) und einer Sialyltransferase. In ΔXT/FT N. benthamiana Pflanzen 
konnte durch ein Überexprimieren der ß(1,4)-GalT Proteine produziert werden, die eine 
endständige Galactose und keine oder kaum ß(1,4)-Xylose und (1,3)-Fucose auf ihren N-
Glykanen trugen (Strasser et al. 2009). Anders als bei GalT würde das alleinige Einbringen 
des Gens einer Sialyltransferase in Pflanzen nicht ausreichen, da diese auch nicht über den 
notwendigen Nukleotidzucker, die CMP-N-Acetylneuraminsäure (CMP-Neu5Ac), und die 
notwendigen Transporter, um die CMP-Neu5Ac effizient in den Golgi-Apparat zu 
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transportieren, verfügen. Castilho et al. konnten nachweisen, dass durch Co-expression eines 
mAk mit sechs Genen aus einem aus Säugerzellen stammenden, Sialysierungsstoffwechsel-
weg, dass der mAk zu 80% sialysiert vorlag (Castilho et al. 2010). Interessanterweise konnte 
bisher festgestellt werden, dass Pflanzen gegenüber den verschiedenen Manipulationen des N-
Glykansyntheseweges eine sehr hohe Toleranz aufweisen. Bisher wurden jedoch die meisten 
Untersuchungen dazu mit ganzen Pflanzen und nicht mit Suspensionskulturen durchgeführt 
(Castilho and Steinkellner 2012). Ob Suspensionszellen eine ähnlich hohe Toleranz 
aufweisen, müsste noch untersucht werden. 
4.3.2.2 Vergleich der Fermentationsstrategie 
Beide fed-batch Fermentationen zeigten die höchsten Produktbildungsraten ab dem 
Zeitpunkt, ab dem keine weitere Zunahme der Biomasse mehr stattfand. Bei einer 
Fermentation im batch-Modus zeigte sich bei Erreichen der stationären Wachstumsphase 
jedoch keine weitere Anreicherung und zum Teil sogar eine Abnahme der extrazellulären 
Konzentration (3.3.2, (Holland 2006; Holland et al. 2010)). Dies konnte zwar durch den 
Einsatz einer fed-batch Strategie vermieden werden, allerdings lagen die erreichten 
maximalen Produktbildungsraten und auch die erzielten finalen Konzentrationen, deutlich 
unter denen, der batch-Fermentationen (Tabelle 4-3). Sollten Bedingungen gefunden werden, 
bei denen innerhalb einer fed-batch Fermentation vergleichbare Produktbildungsraten wie bei 
den batch-Fermentationen auftreten, könnten dadurch die Ausbeuten weiter gesteigert werden.  
Tabelle 4-3 Zusammenfassung der Fermentationen der Zelllinie GFD#5 
Zelllinie Medium Strategie Max.  
Konzentration 
Max.  
Produktbildungsrate 
Dauer mit max. 
Produktbildungsrate 
GFD#5  MSN Batch 9 mg∙L-1  
 nach 386 h 
2,2 mg·L
-1
·d
-1
 98 h 
(exp. Wachstumsphase) 
GFD#5 MSNP Batch 18 mg∙L-1  
nach 285 h 
6,3 mg·L
-1
·d
-1
 96 h 
(exp. Wachstumsphase) 
GFD#5 MS (Sac5) Fed-batch 2,9 mg∙L-1 
 
nach 480 h 
0,32 mg·L
-1
·d
-1
 192 h 
(stat. Wachstumsphase) 
GFD#5 MS (Sac20) Fed-batch 4,4 mg∙L-1  
nach 480 h 
0,28 mg·L
-1
·d
-1
 336 h  
(stat. Wachstumsphase) 
 
 Bei den fed-batch-Fermentationen wurde über den gesamten Prozess eine 
Saccharose/KNO3
- 
Feedlösung mit einer konstanten Feedrate von 1,2 mL∙L·-1·h-1 eingesetzt. 
Womöglich war diese Feedrate bei den hohen Biomassen nicht mehr ausreichend und hätte 
erhöht werden müssen, um eine Limitierung zu vermeiden. Ebenfalls könnten auch 
Limitierungen durch die Feedlösung, die nur aus C-, N- und K-Quelle bestand, aufgetreten 
sein. Hier könnte als mögliche Verbesserung ein Feed mit weiteren Nährstoffen oder 
konzentrierten Medium ausprobiert werden. Park et al. konnten durch den Einsatz von 10x-
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konzentriertem Aminosäuren als Feedlösung eine 1,2-fache Steigerung der volumetrischen 
Produktivität von O. sativa L. Zellen zeigen (Park et al. 2010). Eine Verdopplung der 
Produktivität von N. tabacum L. cv. Xanthi wurde durch den Einsatz von 10x-konzentrierten 
Gamborgs B5 Medium in Kombination mit Saccharose als Feed erreicht (Liu et al. 2001).  
4.3.3 Fermentation der Zelllinie GFERD#17 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Fermentationen mit der Zelllinie GFERD#17 
durchgeführt. Die Erste wurde im 2L-Maßstab in MSNP (3.3.5) und die Zweite im 
30L-Maßstab in MS (3.3.6) durchgeführt. Auch bei der Zelllinie GFERD#17 konnte der 
positive Einfluss des MSNP-Mediums auf die Produktivität gezeigt werden. Die Zellen in 
MSNP zeigten zwar eine längere Lag-Phase als in MS, aber nach Beginn des Zellwachstums 
verhielten sie sich vergleichbar. Beide Fermentationen zeigten ein Zellwachstum über etwa 
190 h. Bei beiden Fermentationen lag die maximale intrazelluläre 2G12-Konzentration kurz 
nach Beginn des Zellwachstums, bei noch sehr geringen Frischgewichten, vor. Bei der 
MSNP-Fermentation wurde eine maximale Konzentration von 475 mg∙kg-1 und bei der MS-
Fermentation von 142 mg∙kg-1 gemessen.  
Bezüglich der maximalen Ausbeute konnte durch den Einsatz des MSNP-Medium eine 
Steigerung um den Faktor 2,6 erreicht werden. Am Ende der MSNP-Fermentation wurde eine 
volumetrische Ausbeute von 40 mg∙L-1 und bei der MS-Fermentation von 15 mg∙L-1 erreicht. 
Ein weiterer Vorteil einer Produktion in MSNP ist, dass hierbei ein geringeres Frischgewicht 
erreicht wurde als bei der Produktion in MS-Medium. Dies ist vorteilhaft für die weitere 
Prozessführung, da weniger Biomasse, diese jedoch mit einer deutlich höheren Konzentration, 
aufgearbeitet werden muss. Die intrazelluläre Konzentration nahm zum Ende der 
Fermentationen hin leicht ab. Da jedoch in dieser Phase immer noch starkes Zellwachstum 
verzeichnet werden konnte, stiegen die Ausbeuten bis zum Ende der Fermentation 
kontinuierlich an. Die Verringerung der intrazellulär vorliegenden Menge an 2G12 während 
des Wachstums wurde immer wieder beobachtet. Eine mögliche Erklärung dafür ist, dass die 
Produktbildungsrate zum Ende der Fermentation hin abflacht und geringer wird als die 
Teilungsrate. Eine andere Erklärung könnte auch sein, dass die Zellen während der höchsten 
metabolischen Aktivität einem Nährstoffmangel ausgesetzt sind und deshalb intrazellulär 
vorliegende Nährstoffe wieder verstoffwechseln, was mit einem Abbau des 2G12 einhergehen 
könnte. Zur weiteren Steigerung der Ausbeuten könnte eine fed-batch Strategie interessant 
sein. Bei der Zelllinie GFD#5 konnte gezeigt werden, dass im fed-batch Prozess, ab dem 
Zeitpunkt der stationären Wachstumsphase eine kontinuierliche Anreicherung des Produktes 
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stattfand. Sollte diese Strategie auch auf die Zelllinie GFERD#17 übertragbar sein, wäre dies 
eine Möglichkeit sein, die Ausbeuten zu steigern. Zur weiteren Optimierung wäre auch eine 
Medienentwicklung für den ER-retardierten 2G12 zu empfehlen. Hierbei wäre vor allem das 
Erstellen eines Modells sehr erstrebenswert. 
Durch die Aktivitätsbestimmung (3.3.5.2) und die N-Glykan-Analyse (3.3.5.3) konnte 
gezeigt werden, dass der Einsatz vom MSNP-Medium auch bei dem ER-retardierten 2G12 
keinen negativen Einfluss auf die Produktqualität hatte. Bei der Reinigung des Antikörpers 
konnte eine Fraktion separiert werden, die deutlich früher als die Hauptfraktion eluierte. Diese 
Fraktion zeigte bezüglich der Antigenbindung keine Unterschiede zur Hauptfraktion, jedoch 
wurde bei der N-Glykan-Analyse ein sehr inhomogenes Glykanmuster festgestellt. Es konnten 
nur 10% ER-typische Glykoformen und 34% Golgi-typische Glykoformen nachgewiesen 
werden. Der Hauptteil der Fraktion zeigte Glykoformen, die in der Vakuole vorkommen. 
Hierbei handelt es sich möglicherweise um eine in die Vakuole transportierte Fraktion, die 
von geringerer Qualität war. Diese produktbezogene Verunreinigung kann jedoch erfolgreich 
von der Hauptfraktion getrennt werden. Die Hauptfraktion (F7-F12) zeigte ein sehr 
homogenes N-Glykan-Muster. Insgesamt setzten sich die N-Glykane zu 91% aus ER-
typischen Formen und zu 9% aus frühen Golgi-typischen Formen zusammen. Diese 
Ergebnisse zeigten, dass bei der Produktion von mAk in BY-2´s, nicht nur durch die, wie in 
3.3.3 beschriebene, Lokalisation in den Apoplasten, sondern auch durch eine Retardierung ins 
ER, ein sehr homogenes N-Glykan-Muster erreicht werden kann und durch die Verwendung 
von pflanzlichen Systemen Glykoproteine mit definierten N-Glykan-Mustern produziert 
werden können.  
Generell können die Glykoformen in drei Klassen eingeteilt werden: Glykane, die die 
Halbwertszeit im Serum beeinflussen, Glykane die ein gewebespezifisches Targeting 
ermöglichen und Glykane die biologische Aktivität modulieren (Sethuraman and Stadheim 
2006). Verschiedene Glykane können eine Lektin-vermittelte Clearance auslösen und somit 
die Halbwertzeit des Proteins verringern. Asialysierte Glykoproteine sind z. B. ein Substrat 
des Asialoglykoprotein Rezeptors, der in der Leber zu finden ist (Fukuda et al. 1989). Das 
Enzym Glucocerebrosidase braucht für eine optimale Effizienz eine terminale „oligo-
mannose“-Form, damit dieses zur Internalisierung an einen Mannose-Rezeptor der 
Makrophagen binden kann (Sato and Beutler 1993). Bei dem in CHO-Zellen produzierten 
Enzym Glucocerebrosidase, das unter dem Handelsnamen Cerezyme
®
 bekannt ist, kann diese 
Glykanform nur durch den zusätzlichen Prozessschritt der in-vitro Deglykosylierung mit Hilfe 
einer Neuraminidase, Galactosidase und N-Acetylglucosaminidase erreicht werden 
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(Bijsterbosch et al. 1996). Die unter dem Handelsnamen vertriebene Glucocerebrosidase 
Elelyso™, welches in Karottenzellen produziert und in die Vakuole transportiert wird, trägt 
durch dieses Targeting direkt eine „pauci-mannose“ Form und braucht demnach keine kosten- 
und arbeitsintensive Deglykosylierung mehr (Shaaltiel et al. 2007). Kohlenhydrat-bindende 
Proteine oder Lektine werden von den verschiedenen Geweben unterschiedlich exprimiert 
und zeigten verschiedene Affinitäten zu spezifischen N-Glykanen. Dies kann genutzt werden, 
um durch gezielte N-Glykanstrukturen ein Targeting dieser Proteinen in spezifische Gewebe 
zu ermöglichen (Sethuraman and Stadheim 2006). Die Glykosylierung von Antikörpern 
beeinflusst die Interaktion mit Fc-Rezeptoren und den dadurch vermittelten 
Effektorfunktionen, wie die Antikörper-vermittelte zelluläre Toxizität (ADCC, antibody 
dependent cell cytotoxicity), und wirkt sich somit auf ihre Funktionalität aus (Hodoniczky et 
al. 2005). Dies zeigt, dass nicht immer die komplexe humane N-Glykanform die beste ist, 
sondern die Art der Anwendung hierbei eine entscheidende Rolle spielt. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich Nicotiana tabacum L. cv. BY-2 
Zellkulturen zur Produktion von Biopharmazeutika eignen. Die Ergebnisse aus dieser Arbeit 
lassen zusätzlich den Schluss zu, dass sich pflanzliche Systeme, aufgrund des 
Proteintargetings, welches ein Modulieren der N-Glykane ermöglicht, und wegen ihrer hohe 
Toleranz beim Eingriff in den N-Glykan-Syntheseweg, vor allem auch gut für die Produktion 
von Glykoproteinen, die besondere N-Glykane benötigen, eignen. 
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5 Zusammenfassung 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Produktion des humanen monoklonalen Anti-HIV-
Antikörper 2G12 in Nicotiana tabacum L. cv. BY-2 Zellkulturen optimiert. Zur Produktion 
des Antikörpers wurden zwei Zelllinien eingesetzt, die Zelllinie GFD, bei der der Antikörper 
in den Apoplasten sekretiert wurde, und die Zelllinie GFERD, bei der mittels Retentionssignal 
(SEKDEL) die Lokalisation im endoplasmatischen Retikulum erreicht wurde. Die 
wesentlichen Themengebiete, die innerhalb dieser Arbeit bearbeitet wurden, waren die 
Analyse und Charakterisierung der Zelllinien, die Entwicklung eines Produktionsmediums 
inklusive Modellbildung mit Hilfe statistischer Versuchsplanung und die Prozessentwicklung.  
Im ersten Schritt wurde die Selektion stabil transgener BY-2 Zelllinien untersucht und 
festgestellt, dass das Reporterprotein DsRed als erster Selektionsschritt effizient eingesetzt 
werden kann, dass jedoch eine anschliessende Bewertung der Produktivität der Zelllinien 
unter Produktionsbedingungen erfolgen sollte. Für die Zelllinie GFD#5 konnte nachgewiesen 
werden, dass es sich um eine heterogene, d.h. oligoklonale Zelllinie handelte, bei der eine 
Monoklonalisierung zur Steigerung der Expression sinnvoll wäre. Außerdem konnte eine 
Promotormethylierung, die vermutlich aufgrund eines Stressimpulses zustande kam, durch die 
Zugabe von Aza-Cytidin erfolgreich wieder aufgehoben werden. Durch die Medien-
optimierung konnte ein neues Pflanzenzell-Produktionsmedium entwickelt werden, das 
sowohl im Schüttelkolben als auch im Fermenter zu einer Ausbeutesteigerung bei beiden 
Zelllinien führte:  
Zelllinie GFD#5, sekretierter mAK 2G12 Zelllinie GFERD#17, ER-retardierter mAK 2G12 
 20-fach höhere Konzentration im Vergleich zum 
Standard MS-Medium  
 2-fach höhere Konzentration im Vergleich zum 
bereits optimierten MSN-Medium 
 Keine Beeinträchtigung der Qualität:           
hohe Aktivität, homogenes N-Glykan-Muster 
 2,6-fach höhere volumetrische Ausbeute im 
Vergleich zum MS-Medium 
 Keine Beeinträchtigung der Qualität:                  
hohe Aktivität, homogenes N-Glykan-Muster 
 
Durch den Einsatz von statistischer Versuchsplanung konnten zusätzlich mathematische 
Modelle für die extrazelluläre 2G12-Akkumulation und die Zellbiomasse erstellt werden. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde die Process Analytivcal Technologies (PAT) Initiative durch den 
Einsatz einer dielektrischer Spektroskopie zur online Biomassemessung erfolgreich für BY-2-
Processe implementiert. Es konnten zusätzlich lineare Zusammenhänge zwischen den 
konventionellen offline Wachstumsparametern, wie dem Frischgewicht, dem Trockengewicht 
und dem PCV, erstellt und entsprechende Umrechungsfaktoren aufgestellt werden. Durch den 
Einsatz einer fed-batch Strategie mit einem gemischten Feed aus Saccharose und Kaliumnitrat 
konnte die Produktionsphase von der Wachstumsphase entkoppelt werden. 
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6 Abstract 
In the present work the production of the human monoclonal Anti-HIV Antibody 2G12 in 
Nicotiana tabacum L. cv. BY-2 cell cultures has been optimised. Two independent cell lines 
have been used. The antibody produced from the cell line GFD was secreted into the apoplast, 
whereas the antibody produced from the cell line GFERD was localized in the endoplasmic 
reticulum. The main topics studied in this work were the analysis and characterisation of the 
cell lines, the development of a production medium by design of experiments, the modulation 
of the antibody production with mathematic modells and the process development and 
optimisation.  
In the first part the method for the selection of stable transgenic cell lines was investigated 
in more detail. The results showed that the the reporter protein DsRed can be used initially for 
identifying promising cell lines, however, a subsequent screening under production conditions 
should be done. The analysis of the cell line GFD#5 showed that this line was heterogeneous, 
i.e. oligoclonal, and that monoclonalization would be important to further increase the 
production yields. During the work, the cell line showed a drop in productivity, probably 
resulting from a stress response. The reduction of expression was epigenetic due to promoter 
methylation because productivity has been restored after cultivating exponentially growing 
cells in the presence of aza-cytidine. A new production medium called MSNP for Nicotiana 
tabacum L. cv. BY-2 cell cultures have been developed. The use of this medium led to an 
increase of the antibody yields in shaking flask as well as in bioreactor experiments:  
 
Furthermore the use of design of experiments enabled the generation of mathematic 
models for predicting the extracellular 2G12-concentration and the ceell biomass. Process 
analytical technologies (PAT) have successfully been implemented within this work for 
Nicotiana tabacum L. cv. BY-2 suspension cell cultures. Dielectric spectroscopy was 
established as an inline biomass measurement and linear correlations between the 
conventional offline parameters such as the packed cell volume, the fresh weight and the dry 
weight and the corresponding conversation factor have been determined. 
The use of a fed-batch strategy with a mixed feed of sucrose and potassium nitrate enabled 
the successful uncouplingof the growth and production phase.  
Cell line GFD#5, secreted mAb 2G12 Cell line GFERD#17, ER-retarded mAb 2G12 
20-x higher concentration compared to the standard 
MS-medium  
2-x higher concentration compared to the already 
optimised MSN-Medium 
No impact on the product quality: 
high activity, homogeneous N-glycan-pattern 
2,6-x higher volumentic product yield compared to the 
standard MS-Medium 
No impact on the product quality: 
high activity, homogeneous N-glycan-pattern 
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8.1 Abkürzungsverzeichnis 
ADCC antibody dependent cell cytotoxicity 
AP alkalische Phosphatase 
Asn Asparagine 
BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salt 
BSA bovine serum albumin 
BY-2 Bright Yellow 2 
CaMV Cauliflower Mosaic Virus 
CCD Central-Composite-Design 
CDRs complementarity determining regions 
CH1-3 konstante Region der schweren Kette 1-3 
CHO Chinese hamster ovary 
CL konstante Region der leichten Kette 
CP Center point 
Da Dalton 
dO2 Gelöstsauerstoff 
DoE Design of Experiments 
DW Dryweight / Trockengewicht 
ELISA enzyme linked immune sorbent assay 
EMA European Medicines Agengy 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
Fab fragment antigen binding 
Fc fragment crystalisable 
FDA Food and Drug Administration 
FR frameworks (Gerüstregion) 
FW Frischgewicht 
GlcNac N-Acetylglucosamin  
GMP Good Manufacturing Practice 
gp Glykoprotein 
HIV human immunodeficiency virus 
H-Kette/ HC schwere Kette eines Antikörpers 
i.d.R. in der Regel 
Ig Immunglobulin 
IQA Interquartilsabstand 
IVO Inokulumsvolumen 
κ Kappa 
LC  Flüssigchromatographie  
L-Kette/ LC leichte Kette eines Antikörpers 
LTR long terminal repeats 
mAK monoklonaler Antikörper 
MS Massenspektroskopie  
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NANA/ Neu5Ac N-Acetylneuraminsäure  
NBT Nitro-Blue Tetrazolium Chloride 
NGNA/ Neu5Gc N-Glycolyneuraminsäure  
OFAT one factor at a time 
OPR Oberflächen Plasmon Resonanz 
PAT process analytic technology 
PCV packed cell volume 
PEG Polyethylene glycol 
pNPP para-Nitro-Phenylphosphat 
PPM prestained Protein Marker 
PTC plant tissue culture 
PVP Polyvinylpyrrolidone 
RFIS radio frequency impedance spectroscopy, online Impedanz Messung der Biomasse 
RSM Response-Surface-methodology 
RT Raumtemperatur 
RT reverse Transkriptase 
RU response Units 
SDS-PAGE Sodium-dodecyl-sulfate-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
TSP total soluble protein 
ü.N. über Nacht 
VH variable Region der schweren Kette 
VL variable Region der leichten Kette 
Vvm Volumen pro Volumen und Zeit 
WW Wechselwirkung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8 Appendix   
- 123 - 
8.2 Tabellenverzeichnis 
TABELLE 1-1  ÜBERSICHT VON BIOPHARMAZEUTIKA DIE MIT PFLANZENZELLKULTUREN PRODUZIERT WERDEN (XU ET AL. 2011)..... 9 
TABELLE 1-2 BEWERTUNG DER AUFLÖSUNG UND DEREN VERMENGUNGSSTRUKTUR FAKTORIELLER DESIGNS ........................... 13 
TABELLE 2-1 ZUSAMMENFASSUNG ALLER EINGESETZTEN MEDIEN ................................................................................... 18 
TABELLE 2-2 ZUSAMMENSETZUNG DES STANDARD MS-MEDIUMS ................................................................................. 18 
TABELLE 2-3 ÜBERSICHT ÜBER DIE VERWENDETEN ANTIKÖPER ....................................................................................... 20 
TABELLE 2-4  ZUSAMMENSETZUNG DES EXTRAKTIONS PUFFERS ...................................................................................... 23 
TABELLE 2-5 ZUSAMMENSETZUNG DES BLOTTING-PUFFERS ........................................................................................... 24 
TABELLE 2-6 ZUSAMMENSETZUNG PBS-PUFFER UND PBST-WASCHPUFFER .................................................................... 24 
TABELLE 2-7  ZUSAMMENSETZUNG DES AP-PUFFERS FÜR DAS SUBSTRAT NBT/BCIP ......................................................... 24 
TABELLE 2-8: ZUSAMMENSETZUNG DER PUFFER FÜR DEN ELISA ..................................................................................... 25 
TABELLE 2-9  ZUSAMMENSETZUNG DES ELUTIONSPUFFERS ............................................................................................. 28 
TABELLE 3-1  ANZAHL DER VERBLEIBENDEN LINIEN PRO SCREENINGPHASE ........................................................................ 35 
TABELLE 3-2 VERGLEICH DER MIKROELEMENTE ALLER 17 MEDIEN .................................................................................. 47 
TABELLE 3-3  VERGLEICH DER MAKROELEMENTE ALLER 17 MEDIEN ................................................................................. 47 
TABELLE 3-4  ÜBERSICHT MAKROELEMENTE VERBLEIBENDER MEDIEN ............................................................................. 48 
TABELLE 3-5 ÜBERSICHT ÜBER DEN VOLLFAKTORIELLER VERSUCHSPLAN DER MAKROELEMENTE ............................................ 49 
TABELLE 3-6 ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE DES VERSUCHES 3.2.2. ..................................................................... 50 
TABELLE 3-7  ZUSAMMENFASSUNG DER F- UND P-WERTE DER SIGNIFIKANTEN FAKTOREN .................................................... 51 
TABELLE 3-8 ÜBERSICHT ÜBER DEN RSM-PLAN DER MAKROELEMENTE ........................................................................... 52 
TABELLE 3-9 EINFLUSS NEHMENDE FAKTOREN AUF DIE UNTERSUCHTEN ZIELGRÖßEN .......................................................... 54 
TABELLE 3-10 MODELTERME FÜR DIE BERECHUNG DES PCV ........................................................................................... 55 
TABELLE 3-11 MODELTERME FÜR DIE BERECHNUNG DIE EXTRAZELLULÄRE 2G12-KONZENTRATION ........................................ 56 
TABELLE 3-12 MODELTERME FÜR DIE BERECHNUNG DIE EXTRAZELLULÄRE TSP-KONZENTRATION ........................................... 59 
TABELLE 3-13 MODELTERME FÜR DIE BERECHNUNG DER INTRAZELLULÄREN 2G12-, GESAMTPROTEIN- UND DSRED-
KONZENTRATION ................................................................................................................................ 61 
TABELLE 3-14 ZUSAMMENSETZUNG DER MEDIEN ZUR MODELLVERIFIKATION ..................................................................... 62 
TABELLE 3-15 UMRECHNUNGSFAKTOREN .................................................................................................................... 71 
TABELLE 3-16  WACHSTUMSRATEN DER KULTIVIERUNG IN DEN VERSCHIEDEN MEDIEN .......................................................... 72 
TABELLE 3-17 ZUSAMMENFASSUNG DER MESSDATEN .................................................................................................... 73 
TABELLE 3-18 CHARAKTERISIERUNG DER ANTIGENBINDUNGSEIGENSCHAFTEN ..................................................................... 79 
TABELLE 3-19  ZUSAMMENFASSUNG DER ERGEBNISSE DER MASSENSPEKTROSKOPIE ............................................................. 82 
TABELLE 3-20 ZUSAMMENFASSUNG DER N-GLYKAN-ANALYSE DER GEREINIGTEN ANTIKÖRPER AUS MSN UNS MSNP ............... 85 
TABELLE 3-21 CHARAKTERISIERUNG DER ANTIGENBINDUNGSEIGENSCHAFTEN ..................................................................... 90 
TABELLE 3-22 ZUSAMMENFASSUNG DER N-GLYKAN-ANALYSE DER FRAKTION F3 UND DER HAUPTFRAKTION ............................ 92 
TABELLE 4-1 VERWENDETE SALZE FÜR DIE MAKROELEMENTE DER 16 MEDIEN .................................................................. 98 
TABELLE 4-2 ZUSAMMENFASSUNG DER SIGNIFIKANTEN FAKTOREN AUS DEN BEIDEN STATISTISCHEN VERSUCHSPLÄNEN ............. 98 
TABELLE 4-3 ZUSAMMENFASSUNG DER FERMENTATIONEN DER ZELLLINIE GFD#5 ........................................................... 106 
TABELLE 7-1: ÜBERSICHT DER MAKROELEMENTE DER VERSCHIEDENEN DEFINIERTEN PFLANZENMEDIEN ................................ 127 
8 Appendix   
- 124 - 
TABELLE 7-2: ÜBERSICHT DER MIKROELEMENTE DER VERSCHIEDENEN DEFINIERTEN PFLANZENMEDIEN.................................. 128 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8 Appendix   
- 125 - 
8.3 Abbildungsverzeichnis 
Abbildung 1-1 N-Glykan-strukturen verschiedener Expressionssysteme (Ghaderi et al. 2012). ....................... 4 
Abbildung 1-2 Struktur-Model des 2G12 Fab-Dimers, gebunden an virales gp120 (A) und Aminosäuresequenz 
des HIV-1 gp120 Glykoproteins (B).. ......................................................................................... 11 
Abbildung 1-3 Schematische Darstellung der Effektbeurteilung bei linearen und quadratischen 
 Zusammenhängen .................................................................................................................... 13 
Abbildung 1-4 Schematische Darstellung der Versuchsräume und -abdeckung je nach Versuchsart. ............ 14 
Abbildung 1-5 Ablaufdiagramm der vorliegenden Promotionsarbeit. ............................................................. 16 
Abbildung 2-1 Karte der T-DNA der eingesetzten Vektoren pTRak-2G12F-Ds und pTRak-2G12FERDs. .......... 19 
Abbildung 3-1 Schematische Darstellung der Screeningmethoden ................................................................. 34 
Abbildung 3-2 Vergleich der Frischgewichte, der extrazellulären 2G12-Konzentration und der Produktivität 
der einzelnen GFD-Linien. . ....................................................................................................... 35 
Abbildung 3-3 Vergleich der neuen Sublinien mit der Mutterlinie GFD#5. ...................................................... 37 
Abbildung 3-4 Vergleich der Sublinien GFD#5-21, GFD#5-30 und GFD#5-41 mit der Mutterlinie GFD#5.. ..... 38 
Abbildung 3-5 Wachstums- und Expressionsanalyse der Zelllinien GFD#5, GFD#5-21 und GFERD#17.. ......... 40 
Abbildung 3-6 Analyse der mRNA-Levels über die Kultivierungszeit. . ............................................................ 41 
Abbildung 3-7 Westernblotanalyse der Zellextrakte der Linie GFD#5 nach Behandlung mit Aza-Cytidin . ..... 42 
Abbildung 3-8 Westernblotanlyse der Überstände der Linie GFD#5 nach Behandlung mit Aza-Cytidin. ........ 43 
Abbildung 3-9 Westernblotanlyse des Überstands und Zellextraktes der Linie GFD#5 nach Behandlung mit 
Aza-Cytidin.. .............................................................................................................................. 44 
Abbildung 3-10 Vergleich der Frischgewichte und der extrazellulären 2G12-Konzentration A: . ...................... 46 
Abbildung 3-11 Box-Diagramm der untersuchten Responses des RSM-Plans.. ................................................. 53 
Abbildung 3-12 Abhängigkeit des PCV’s von den Nährstoffkonzentrationen im 3D-Model und Kontur-
diagramm. ................................................................................................................................. 56 
Abbildung 3-13 Abhängigkeit der extrazellulären 2G12-Konzentration von den Nährstoffkonzentrationen.... 58 
Abbildung 3-14  Einfluss von Osmolarität und Ionenstärke auf die 2G12SN-Konzentration................................ 59 
Abbildung 3-15 Abhängigkeit der extrazellulären Gesamtproteinkonzentration von der Nährstoffkonzentra-
tion im 3D-Model und Konturdiagramm.. ................................................................................ 60 
Abbildung 3-16 Verifizierung des aufgestellten Modells.. ................................................................................. 62 
Abbildung 3-17 Vergleich des entwickelten Mediums mit MS- und MSN-Medium.. ......................................... 64 
Abbildung 3-18 Vergleich der Wachstumsbestimmungen.. ............................................................................... 66 
Abbildung 3-19 Mikroskopische Aufnahmen der Zellkultur GFD#5. .................................................................. 68 
Abbildung 3-20 Korrelationen der konventionellen Parameter mit dem Kapazitässignal ................................. 69 
Abbildung 3-21 Bestimmung spezifischer Wachstumsraten der einzelnen Kultivierungen.  ............................. 71 
Abbildung 3-22 Verlauf der Volumenszunahme gegen das Pufferverhältnis..................................................... 73 
Abbildung 3-23 Online- und Offline-Daten der vergleichenden Fermentationen im MSN (A/B/C) und MNSP-
Medium (D/E/F). ....................................................................................................................... 75 
Abbildung 3-24 Chromatograme der Affinitätsreiniung der Kulturüberstände der MSN- (A) und MSNP-
Fermentationen (B).. ................................................................................................................. 77 
8 Appendix   
- 126 - 
Abbildung 3-25 Aktivitätsbestimmung der gereinigten Antiköper aus der MSN-Fermentation (MSN2G12BY-2) und 
MSNP-Fermentation (
MSNP
2G12BY-2) im Vergleich zu einem in CHO-Zellen (2G12CHO) 
produzierten 2G12. ................................................................................................................... 79 
Abbildung 3-26 SDS-PAGE (2.2.5) und Westernblot-Analyse (2.2.6) der gereinigten Antikörper MSN2G12BY-2, 
MSNP
2G12BY-2 und 2G12CHO unter nicht reduzierenden/reduzierenden Probenbedingungen.. . 80 
Abbildung 3-27 SDS-PAGE (2.2.5) der Proben für die MS-Analyse.. ................................................................... 81 
Abbildung 3-28 Massenspektren der N-Glykan-Analyse der Proben aus MSNP (A/B) und MSN (C/D). . .......... 83 
Abbildung 3-29 Online Daten (A/B), und extrazelluläre 2G12-Konzentration und PCV (C/D) der fed-batch 
Fermentationen Sac5 und Sac20.. ............................................................................................ 86 
Abbildung 3-30 Online- und Offline-Daten der Fermentation der Zellline GFERD#17 im MSNP-Medium.. ...... 87 
Abbildung 3-31 Chromatogramm (A) und SDS-PAGE (B) der Affinitätsreinigung des Zellextraktes aus der 
Fermentation der Zellinie GFERD#17 in MSNP-Medium.. ........................................................ 89 
Abbildung 3-32 Aktivitätsmessung des gereinigten Antikörpers aus der Fermentation der Zelllinie GFERD#17 
in MSNP-Medium im Vergleich zu einem in CHO-Zellen (2G12CHO) produzierten 2G12. .......... 90 
Abbildung 3-33 Massenspektren der N-Glykan-Analyse der Fraktion F3 und der Hauptfraktion des Antikörpers 
aus der MSNP-Fermentation der Zelllinie GFERD#17.. ............................................................. 91 
Abbildung 3-34  Online- und Offline-Daten der Fermentation der Zellline GFERD#17 im 30L Maßstab. ........... 93 
 
8 Appendix            
- 127 - 
8.4 Medienzusammensetzung  
Tabelle 8-1: Übersicht der Makroelemente der verschiedenen definierten Pflanzenmedien 
 CaCl2 Ca(NO3)2 Ca3(PO4)2 KH2PO4 NaH2PO4 KNO3 NH4NO3 NaNO3 (NH4)2SO4 MgSO4 K2SO4 KCl MES 
 mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM mM 
Chee und Pool (C2d) Vitis   2,99   1,25   18,79 20,61     1,5       
Eriksson (ER) 2,99     2,5   18,79 14,99     1,5       
Gamborgs B5 1,02       1,09 24,73     1,01 1,01       
Heller  0,51       0,91     7,06   1,01   10,06   
Knudson C Orchid, Morel Modi   1,43   1,84     6,25   3,78 1,02   3,35   
Lindemann Orchid   2,12   0,99         7,57 0,49   14,08   
McCown Woody Plant 72,5     1,25     2,35       5,68     
Murashige & Skoog + MES-Puffer             5     1,5     2,35 
Murashige & Skoog von der Salm  2,99     1,25   18,79 20,61     1,5      
Quoirin & Lepoivre   3,53   1,99   17,82 5     1,46       
Rugini Olive 2,99 2,54   2,5   10,88 5,15     6,09   6,71   
S-Millieu de Bouturage 1,5     0,62   9,4 10,31     0,75     3,59 
Vacin & Went     0,64 1,84   5,19 3,78     1,01       
White   1,27     0,14 0,79       2,92   0,87   
Murashige & Skoog 2,99     2,7   18,79 20,61     1,5       
Murashige & Skoog Nitrat 2,99     2,7   118,79 20,61     1,5       
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Tabelle 8-2: Übersicht der Mikroelemente der verschiedenen definierten Pflanzenmedien 
 CoCl2 
6H2O 
CuSO4 
5H2O 
H3BO3 KI MnSO4
H2O 
Na2MoO4 
H2O 
ZnSO4 
7H2O 
AlCl3 
6H2O 
NiCl2 
6H2O 
Fe Fe-Quelle 
 µM µM µM µM µM µM µM µM µM µM µM 
Chee und Pool (C2d) Vitis 0,11 0,10 100,27  5,00 1,03 29,91   100,00 FeNaEDTA 
Eriksson (ER) 0,01 0,01 10,19  10,00 0,10 31,80   100,00 FeNaEDTA 
Gamborgs B5 0,11 0,10 48,52 4,52 59,16 1,03 6,96   100,00 FeNaEDTA 
Heller   0,12 100,27 0,09 0,47  3,48 0,22 0,14 3,70 FeCl3∙6H2O 
Knudson C Orchid, Morel Modi     5,68     89,92 FeSO4∙7H2O 
Lindemann Orchid  0,08 16,34 0,60 0,31  1,98 0,56 0,13 4.4 mg/l FeCitrate 
McCown Woody Plant 1,00  100,27  131,94 1,03 29,91   100,00 FeNaEDTA 
Murashige & Skoog + MES-Puffer 0,11 0,10 100,27 5,00 100,00 1,03 29,91   100,00 FeNaEDTA 
Murashige & Skoog von der Salm  0,11 0,10 100,27 5,00 100,00 1,03 29,91   96 mg/l FeEDDHA 
Quoirin & Lepoivre 0,11 0,10 100,27 0,48 4,50 1,03 29,91   100,00 FeNaEDTA 
Rugini Olive 0,11 1,00 200,55 5,00 100,00 1,03 49,75   100,00 FeNaEDTA 
S-Millieu de Bouturage  0,12 16,17 0,06 0,59  0,48 0,21 0,13 160,00 Ferric Ammonium Citrate 
Vacin & Went     33,61     32,49 Fe2(C4H4O6)3 
White  0,004 24,26 4,52 31,42 0,00069 9,29   12,48 FeSO4∙7H2O 
Murashige & Skoog 0,11 0,10 100,27 5,00 100,00 1,03 29,91   100,00 FeNaEDTA 
Murashige & Skoog Nitrat  0,11 0,10 100,27 5,00 100,00 1,03 29,91   100,00 FeNaEDTA 
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